Beitrag der Histonacetylierung zur Signalintegration auf dem C 4-spezifischen Phosphoenolpyruvat-carboxylase Gen in Mais (Zea mays L.) by Offermann, Sascha
Institut für Biologie I (Botanik und Molekulargenetik) 
 
RHEINISCH-WESTFÄLISCHE TECHNISCHE HOCHSCHULE  AACHEN 
 
 
 
„Beitrag der Histonacetylierung zur Signalintegration 
auf dem C4-spezifischen Phosphoenolpyruvat-
carboxylase Gen in Mais (Zea mays L.)“ 
 
 
Von der Fakultät für Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften der  
Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen zur Erlangung des 
akademischen Grades eines Doktors der Naturwissenschaften genehmigte Dissertation  
 
 
 
 
vorgelegt von  
Diplom-Biologe  
 
Sascha Offermann 
aus Aachen 
 
Berichter: Universitätsprofessor Dr. rer. nat. Fritz M. Kreuzaler 
         Privatdozent Dr. rer. nat. Christoph Peterhänsel 
 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 30. Jan. 2008 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Teile dieser Arbeit wurden bereits veröffentlicht: 
 
 
Danker T, Dreesen B, Offermann S, Horst I, and Peterhänsel C (2007) Trimethylation of 
histone H3 lysine 4 is associated with cell type specificity but not promoter activity of 
photosynthetic genes in maize. The Plant Journal, 53: 465-474. 
 
Haring M, Offermann S, Danker T, Horst I, Peterhänsel C, and Stam M (2007) Chromatin 
immunoprecipitation: Quantitative analysis and data normalization. Plant Methods, 3:11. 
 
Offermann  S,  Danker  T,  Dreymüller  D,  Kalamajka  R,  Töpsch  S,  Weyand  K, 
Peterhänsel C  (2006)  Illumination  is  necessary  and  sufficient  to  induce  histone 
acetylation  independent  of  transcriptional  activity  at  the  C4‐specific 
phosphoenolpyruvate  carboxylase  promoter  in  maize.  Plant Physiology, 141, 1078–
1088. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FÜR WUNJA
                                                                                                                                             INHALTSVERZEICHNIS                                
 
I
INHALTSVERZEICHNIS 
1 Einleitung ............................................................................................................................... 1 
1.1 Photosynthese ........................................................................................................................ 1 
1.1.1 Photorespiration und C4-Photosynthese ................................................................................. 1 
1.2 Regulation C4-spezifischer Gene ........................................................................................... 3 
1.2.1 Lichtregulation ....................................................................................................................... 4 
1.2.2 Stickstoff und Cytokine ......................................................................................................... 5 
1.2.3 Metabolitrepression ............................................................................................................... 5 
1.3 Die C4-spezifische Phosphoenolpyruvatcarboxylase (C4-Pepc) in Mais ............................... 6 
1.3.1 Cis- und trans-agierende Elemente ........................................................................................ 6 
1.4 Die Rolle von Chromatin bei der Regulation der Genaktivität .............................................. 9 
1.4.1 Struktur und Funktion von Chromatin ................................................................................... 9 
1.4.2 Die Rolle von Histonmodifikationen bei der Regulation der Transkription ........................ 12 
1.4.3 Einfluss von Histonmodifikationen auf die Regulation der Genexpression in Pflanzen ..... 13 
1.4.4 Die Rolle von Histonacetyltransferasen und -deacetylasen bei der Regulation  
 der Transkription. ................................................................................................................ 16 
1.4.5 Ladungsneutralisierungs-Hypothese und Histone-Code-Hypothese ................................... 17 
1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit .............................................................................................. 20 
2 Material und Methoden ........................................................................................................ 21 
2.1 Material ................................................................................................................................ 21 
2.1.1 Allgemein gebräuchliche Chemikalien und Verbrauchsmaterialien ................................... 21 
2.1.2 Spezielle Chemikalien und Verbrauchmaterialien ............................................................... 21 
2.1.3 Apparaturen, Geräte, Zubehör ............................................................................................. 22 
2.1.4 Reaktionskits ........................................................................................................................ 22 
2.1.5 Enzyme ................................................................................................................................ 23 
2.1.6 Größenstandards und Kontroll-DNA ................................................................................... 23 
2.1.7 Antikörper ............................................................................................................................ 24 
2.1.8 Pflanzenmaterial .................................................................................................................. 24 
2.1.9 Häufig verwendete Puffer, Medien und Lösungen .............................................................. 26 
2.1.10 Verwendete Oligonukleotide ............................................................................................... 28 
2.2 Methoden ............................................................................................................................. 29 
2.2.1 Gewebepräparation .............................................................................................................. 29 
2.2.2 Nukleinsäurepräparation ...................................................................................................... 29 
2.2.3 Trennung von Nukleinsäuren durch Agarosegelelektrophorese .......................................... 32 
                                                                                                                                             INHALTSVERZEICHNIS                                
 
II
2.2.4 cDNA-Synthese ................................................................................................................... 32 
2.2.5 PCR-Techniken .................................................................................................................... 33 
2.2.6 Sequenzen ............................................................................................................................ 36 
2.2.7 Chromatinimmunopräzipitation (ChIP) ............................................................................... 36 
2.2.8 Behandlung mit DOG, Zeatin und TSA .............................................................................. 38 
2.2.9 Statistische Methoden .......................................................................................................... 39 
3 ERGEBNISSE ..................................................................................................................... 41 
3.1 Teil I – Etablierung eines Protokolls zur Chromatinimmunopräzipitation in Zea mays ..... 42 
3.2 Teil II – Einfluss der Promotoraktivität und der Belichtung von Blättern auf den 
 Acetylierungszustand des C4-Pepc Promotors ..................................................................... 53 
3.2.1 Belichtungsabhängige Histonacetylierung am C4-Pepc Promoter ....................................... 53 
3.2.2 Modulation der C4-Pepc Transkriptionsaktivität und Histonacetylierung unter 
 verschiedenen Belichtungszuständen. ................................................................................. 56 
3.2.3 Artifizielle Hyperacetylierung ist nicht ausreichend zur Aktivierung des  
 C4-Pepc Promotors .............................................................................................................. 59 
3.2.4 Histon H4 Hyperacetylierung unter Stickstoffmangel ......................................................... 60 
3.2.5 Histon H4 Hyperacetylierung in Bündelscheiden ................................................................ 63 
3.3 Teil III – Integration externer und interner Signale auf der Chromatinebene  
 des C4-Pepc Promotors ........................................................................................................ 67 
3.3.1 Lichtinduzierte und organspezifische Histonacetylierungen ............................................... 67 
3.3.2 Veränderung der Histonacetylierung in Reaktion auf metabolische Stimuli ....................... 78 
3.3.3 Reizabhängige, differenzielle  HAT- und HDAC-Aktivität am distalen Promotor ............. 81 
4 Diskussion............................................................................................................................ 84 
4.1 Etablierung eines ChIP-Protokolls in Mais ......................................................................... 84 
4.2 Die Aktivität des C4-Pepc Promotors ist von vielfältigen Signalen abhängig und wird 
 stufenweise induziert ........................................................................................................... 85 
4.3 Drei unabhängige Elemente kontrollieren die Histonmodifikationen am  
 C4-Pepc Promotor ................................................................................................................ 87 
4.3.1 Ein blattspezifisches HAT/HDAC-System kontrolliert die lichtinduzierte  
 Acetylierung am C4-Pepc Promotor .................................................................................... 89 
4.4 Nukleosomenverteilung am C4-Pepc Gen ........................................................................... 91 
4.5 Zelltypspezifische Histonmodifikationen ............................................................................ 93 
4.6 Metabolische Regulation der Histon Acetylierung am C4-Pepc Promotor .......................... 94 
4.7 Die Histonacetylierung am C4-Pepc Promotor ist kausal nicht von der Elongation  
 der Transkription abhängig .................................................................................................. 96 
                                                                                                                                             INHALTSVERZEICHNIS                                
 
III
4.8 Beitrag von HATs und HDACs zur Regulation der Acetylierung am C4-Pepc Promotor .. 97 
4.9 Die Bedeutung der Acetylierungsdynamik für die Regulation der Transkription ............... 99 
4.10 Ladungs- und Histon-Code Hypothese .............................................................................. 100 
4.11 Zusammenfassendes Modell zur Signalintegration auf der Chromatinebene  
 des C4-Pepc Promotors ...................................................................................................... 102 
5 Zusammenfassung ............................................................................................................. 105 
6 Anhang ............................................................................................................................... 107 
6.1 Abkürzungen ...................................................................................................................... 107 
6.2 Verzeichnis der Abbildungen ............................................................................................ 110 
6.3 Verzeichnis der Tabellen ................................................................................................... 110 
6.4 Verzeichnis der verwendeten Formeln .............................................................................. 111 
7 Literatur ............................................................................................................................. 112 
                                                                                                                                                                EINLEITUNG 
 
 
1
1 Einleitung 
1.1 Photosynthese 
 
Photosynthese bezeichnet die biochemische Synthese organischer Verbindungen unter 
Verwendung von Lichtenergie in Lebewesen. Der Photosyntheseprozess besteht aus einer 
primären, lichtabhängigen und einer sekundären, lichtunabhängigen Reaktion. Die 
Primärreaktion dient der Erzeugung chemischer Energie in Form von Adenosintriphosphat 
(ATP) sowie Reduktionsmitteln in Form von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat 
(NADPH). Diese werden in der anschließenden Sekundärreaktion dazu verwendet, um 
lichtunabhängig organische Kohlenstoffverbindungen zu synthetisieren. Dabei werden aus 
je sechs Molekülen Kohlendioxid und Wasser unter Zufuhr von Energie und 
Reduktionsäquivalenten ein Molekül Glucose synthetisiert, sowie 6 Moleküle elementarer 
Sauerstoff freigesetzt. 
Die beschriebenen Vorgänge finden in Pflanzen in unterschiedlichen Kompartimenten 
bzw. Organellen statt. Die Glucogenese wird in den Chloroplasten durchgeführt. Hierbei 
ist die lichtabhängige Primärreaktion in den Thylakoiden und die lichtunabhängige 
Sekundärreaktion im Stroma der Chloroplasten und im Cytoplasma der Zelle lokalisiert. 
 
1.1.1 Photorespiration und C4-Photosynthese 
 
Das erste Fixierungsprodukt in der Sekundärreaktion der Photosynthese ist bei der 
überwiegenden Zahl der terrestrischen Pflanzen Phosphoglycerat. Es enthält drei 
Kohlenstoffatome, weshalb der zugehörige Stoffwechselweg auch als C3-Photosynthese 
bezeichnet wird. Die Fixierung des atmosphärischen CO2 wird dabei von der Ribulose-1,5-
bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) katalysiert. Rubisco weist neben seiner 
Carboxylasefunktion auch eine Oxygenasefunktion auf und kann daher sowohl mit CO2 als 
auch mit O2 reagieren. Da dieser Prozess Sauerstoff verbraucht und CO2 freisetzt, wird er 
auch als Photorespiration oder Lichtatmung bezeichnet. Im Falle der Reaktion mit O2 
entsteht neben Phosphoglycerat Phosphoglycolat, welches wiederverwertet werden muss. 
Der Pflanze gehen dadurch bereits fixiertes CO2, Stickstoff und Energie verloren. Durch 
Photorespiration wird die Photosyntheseeffizienz der Pflanze besonders unter ariden 
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Bedingungen stark eingeschränkt, da mit steigender Temperatur sowohl die 
Oxygenasereaktivität der Rubisco zunimmt als auch der O2-Partialdruck in den 
Interzellularen der Blätter durch Schließen der Stomata als Schutz vor Wasserverlust steigt 
(Brooks and Farquhar, 1985).  
Eine von verschiedenen Möglichkeiten, das Problem der Photorespiration zu vermindern, 
ist in der so genannten C4-Photosynthese realisiert. Bei fast allen Landpflanzen setzt diese 
Art der Photosynthese die Existenz funktional verschiedener Zelltypen voraus. In den 
Mesophyllzellen erfolgt dabei zunächst eine Hydratisierung des atmosphärischen CO2 
durch das Enzym Carboanhydrase (CA) zu Hydrogencarbonat (Abbildung 1). Das darin 
enthaltene CO2 wird anschließend von der Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) fixiert. 
Dabei entsteht ein Produkt mit vier Kohlenstoffatomen (Oxalacetat, OAA), welches dem 
C4 Stoffwechselweg seinen Namen gibt.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der C4-Photosynthese in Mais 
Dargestellt ist eine schematische Übersicht der C4-Photosynthese in Mais (NADP-ME-Typ). ATP = 
Adenosintriphosphat; AMP = Adenosinmonophosphat; CA = Carboanhydrase; HCO3- = Bicarbonat; MDH = 
Malatdehydrogenase; ME = Malatenzym; NADPH = Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (reduziert); 
NADP+ = Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (oxidiert); OAA = Oxalacetat; PEP = 
Phosphoenolpyruvat; PEPC = Phosphoenolpyruvat-Carboxylase; PPDK = Pyruvat-Pi-Dikinase; PYR = 
Pyruvat; RuBP = Ribulose-1,5-bisphosphat; RubisCO = Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase. 
Die verstärkte Zellwand der Bündelscheidenzellen ist durch die graue Umrandung dargestellt. 
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Nach Überführung in Malat und Diffusion in die benachbarte Bündelscheidenzelle wird 
das CO2 wieder durch das Malatenzym (ME) freigesetzt und kann dort von der RubisCO 
refixiert und in den Calvin Zyklus eingeschleust werden. Die Pyruvat-Pi-Dikinase (PPDK) 
regeneriert anschließend den primären CO2 Akzeptor Phosphoenolpyruvat (PEP) aus 
Pyruvat unter Einsatz von ATP in den Chloroplasten der Mesophyllzelle. 
Neben dem hier beschriebenen NADP-ME-Typ existieren noch zwei weitere, hier nicht 
näher beschriebene Varianten der C4-Photosynthese. Die Einteilung in die verschiedenen 
Gruppen erfolgt dabei nach den jeweiligen Decarboxylierungsenzymen in den 
Chloroplasten der Bündelscheidenzellen (Kanai and Edwards, 1999). Durch die räumliche 
Trennung kann eine bis zu 20fache Konzentrierung von CO2 im Bereich der Rubisco 
erreicht werden (Jenkins et al., 1989; Dai et al., 1993; Maroco et al., 2000). Das 
Reaktionsgleichgewicht wird dadurch stark zu Gunsten der Carboxylierungsreaktion der 
Rubisco verschoben und Photorespiration somit weitestgehend unterdrückt. 
 
1.2 Regulation C4-spezifischer Gene 
 
C4-Gene sind das Produkt von Genduplikationen aus C3-Homologen, welche 
entwicklungsgeschichtlich gesehen erst vor relativ kurzer Zeit (ca. 100 bis 10 Millionen 
Jahren) stattgefunden haben. Dies äußert sich unter anderem darin, dass nahezu keine 
regulatorischen Konsensussequenzen zwischen den verschiedenen C4-Genen beobachten 
werden können (Ku et al., 1996; Sheen, 1999). 
C4-spezifische Gene in Mais weisen ein mesophyll- oder bündelscheidenspezifisches 
Expressionsmuster auf. Dieses wird sowohl auf der Ebene der mRNA- als auch der 
Protein- Akkumulation aufrechterhalten. Des Weiteren ist die Expression der meisten C4-
Gene auf Blätter und blattartige Strukturen beschränkt. Run-On Experimente haben 
gezeigt, dass mesophyllspezifische Gene vor allem transkriptionell reguliert werden, 
wohingegen bündelscheidenspezifische Gene sowohl transkriptioneller- als auch 
posttranskriptioneller Regulation unterliegen (Schaeffner und Sheen, 1991). Eine Übersicht 
über die Gewebelokalisation sowie Regulationsmechanismen für ausgewählte, an der C4-
Photosynthese beteiligte, Gene ist in Tabelle 1 aufgeführt. 
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Tabelle 1. Lokalisation und Regulation C4-photosynthetischer Gene 
Ppdk = Phosphoenolpyruvatdikinase, Pepc = Phosphoenolpyruvatcarboxylase, Mdh = Malatdehydrogenase, 
Ca = Carboanhydrase, RbcS = kleine Untereinheit der Ribulosebisphosphatcarboxylase/oxygenase, Me = 
Malatenzym. M = Mesophyll, B = Bündelscheide. L = Licht, N = Stickstoff, UV-A = UV-A-Licht, UV-B = 
UV-B-Licht, S = Zucker, A = Acetat. 
 
Gen Zelltyp Induktion Repression 
C4-Ppdk M L, N, UV-A, UV-B, Blaulicht S, A, Glycerol 
C4-Pepc M L, N S, A 
C4-Mdh M L - 
C4-Ca M L, N - 
RbcS B L S, A 
Me B L, UV-B S, A 
 
 
1.2.1 Lichtregulation 
 
Die Photosynthesefähigkeit von Mesophyll- und Bündelscheidenzellen ist eng an die 
Gefäßentwicklung gekoppelt. Belichtung  induziert die Expression vieler C4-spezifischer 
Gene im jeweiligen Gewebe (siehe Tabelle 1), wohingegen beispielsweise die Expression 
beider Untereinheiten der Rubisco (RbcS und RbcL) durch Belichtung in den 
Mesophyllzellen reduziert wird (Langdale et al., 1988a; Sheen und Bogorad, 1986; Sheen 
und Bogorad, 1987). Photorezeptoren mit Spezifität für Blau-, Rot- oder UV-Licht 
vermitteln die Induktion der entsprechenden Gene nach Belichtung (Casati et al., 1999; 
Purcell et al., 1995). Die Aktivierung von C4-Ppdk erfolgt beispielsweise mittels eines 
distinkten Blaulichtrezeptors, der jedoch nicht an der Aktivierung der RbcS oder C4-Pepc 
beteiligt ist. Die Beobachtung, dass C4-Pepc nach Belichtung von etiolierten 
Mesophyllzellen nicht unmittelbar induzierbar ist (Schaeffner und Sheen, 1992), deutet 
darauf hin, dass die lichtinduzierte Aktivierung dieses Gens indirekt und an die 
Chloroplastenbiogenese gekoppelt ist. So ist beispielsweise in transgenen Pflanzen, die den 
Pepc-Promotor in Fusion zu einem Reporter exprimieren, eine 6 stündige Belichtung 
notwendig, um diesen zu aktivieren. Die Inhibition der Chloroplastenbiogenese mittels 
Cyclohexemid verhindert seine Aktivierung vollständig (Kausch et al., 2001). Experimente 
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von Thomas et al. (1990) und Ma und Feng (1993) weisen allerdings auf eine eher direkte 
und phytochromvermittelte Induktion des C4-Pepc Promotors hin. 
 
1.2.2 Stickstoff und Cytokine 
 
Die Stickstoffverfügbarkeit stellt einen grundsätzlich limitierenden Faktor für die 
photosynthetische Kapazität in Pflanzen dar. Dies liegt nicht zuletzt daran, dass zur 
Synthese photosynthetischer Proteine, allen voran der Rubisco, große Mengen an 
Stickstoff benötigt werden. C4-Pflanzen nutzen nicht nur Wasser und Licht effizienter als 
C3-Pflanzen sondern auch Stickstoff (Oaks, 1994). Es wurde beobachtet, dass unter 
Stickstoffmangel sowohl Nitrat, Ammonium als auch Glutamin die Akkumulation von C4-
Pepc und Ca in Maispflanzen induzieren kann. An diesem Prozess sind sowohl 
transkriptionelle- als auch posttranskriptionelle Mechanismen beteiligt. Der Prozess 
benötigt keine de novo Proteinsynthese, verwendet aber Calcium und 
Proteinphosphorylierung in der Signaltransduktionskaskade (Sugiharto und Sugiyama, 
1992; Sugiharto et al., 1992a; Sugiharto et al., 1992b; Suzuki et al., 1994). Die 
Stickstoffsignale werden dabei in den Wurzeln detektiert und stimulieren die 
Akkumulation von Cytokinen, welche die Expression C4-spezifischer Gene in den Blättern 
aktivieren (Sakakibara et al., 1998). Vermutlich sind Cytokin-induzierbare Gene, wie 
beispielsweise ZmCip1 (Brandstatter und Kieber, 1998) an der Signaltransduktionskaskade 
die zur Aktivierung von C4-Pepc, C4-Ppdk und Ca in Maisblättern führt, beteiligt. 
 
1.2.3 Metabolitrepression 
 
Die Repression C4-spezifischer Genexpression wurde detailliert an Mesophyllprotoplasten 
untersucht. So wird beispielsweise der C4-Ppdk Promotor spezifisch durch Sucrose, 
Fructose, Acetat und Glycerol inhibiert. Es konnte dabei gezeigt werden, dass die 
Repression nicht durch die Aktivierung negativ-agierender Elemente, sondern durch die 
Inhibition positiver Faktoren verursacht wird (Jang und Sheen, 1994; Sheen, 1990). Der 
Zucker- und Acetat-Repression wird eine globale Rolle in der Inhibition 
photosynthetischer Gene zugeordnet, da die zuckerregulierten Gene keinerlei bekannte 
Konsensusmotive in ihren regulatorischen Regionen aufweisen (Sheen, 1990). Bei der 
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Zuckerrepression scheint es sich somit um ein an den Energiestoffwechsel gekoppeltes, 
universelles Phänomen in Pflanzen zu handeln. Die Signalweiterleitung ist unabhängig 
vom Zuckerstoffwechsel und der Glycolyse und es konnte eine Beteiligung von 
Proteinphosphatasen- und kinasen nachgewiesen werden. Dies lässt auf einen komplexen 
Signaltransduktionsvorgang schließen (Jang und Sheen, 1994). Des Weiteren wurde eine 
Beteiligung der Hexokinase als sensorisches Enzym in diesem Vorgang beschrieben. Die 
spezifische Inhibition der Hexokinase durch Mannoheptulose verhindert die 
Zuckerrepression (Jang et al., 1997; Jang und Sheen, 1994). Metabolische Repression 
überschreibt die lichtinduzierte Aktivierung photosynthetischer Gene und dient der Pflanze 
somit zur Regulation der Photosyntheseaktivität. 
 
1.3 Die C4-spezifische Phosphoenolpyruvatcarboxylase (C4-Pepc) in Mais 
 
Das C4-Pepc Gen in Mais gehört einer Multigenfamilie an, welche nicht-
photosynthetische- und C4-Isoformen beinhaltet. Die nicht-photosynthetischen Isoformen 
werden konstitutiv und auf niedrigem Niveau in verschiedenen untersuchten Geweben 
exprimiert. Die Transkription der C4-Isoform hingegen ist lichtinduziert und spezifisch für 
Mesophyllzellen. In Mais zeigt der Vergleich der verschiedenen Isoformen eine generell 
hohe Homologie. Unterschiede sind auf regulatorische Sequenzen im Promotorbereich 
sowie auf die für die C4-Isoform spezifische TATA-Box beschränkt (Kawamura et al., 
1992; Schaeffner und Sheen, 1992; Sheen, 1999). 
 
1.3.1 Cis- und trans-agierende Elemente 
 
Transgene Studien in Mais konnten zeigen, dass ein 0,6 kb großes Fragment (-571 bp - 
+81 bp) des C4-spezifischen Pepc-Promotors ausreichend für eine mesophyllspezifische 
Expression des fusionierten Reporters ist (Taniguchi et al., 2000). In einer ähnlichen Studie 
konnten Kausch et al. (2001) zudem zeigen, dass ein 1,7 kb großes Promotorfragment 
Lichtinduzierbarkeit vermittelt. Das verwendete Transgen wird dabei vergleichbar dem 
Endogen durch metabolische Signale reprimiert und die Expression wird komplett nach 
Inhibition der Chloroplastenbiogenese inhibiert. Auch eine paraloge Expression unter 
Kontrolle eines Pepc-Promotor Fragments (-1212 bp bis +78 bp) in Reis führte zu einer 
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mesophyllspezifischen, lichtinduzierten und verstärkten Expression (Matsuoka et al., 
1994).  
In der dikotylen Spezies Flaveria trinervia ist hingegen ein 2185 bp großes 
Promotorelement notwendig, um die Reporterexpression mesophyllspezifisch zu machen. 
Umgekehrt verursacht der orthologe Promotor aus der C3-Form von F. pringlei eine 
konstant niedrige Expression in Blättern, Gefäßen und Stängeln (Stockhaus et al., 1997). 
Diese Experimente demonstrieren, dass cis-agierende Elemente für die C4-spezifische 
Expression von Pepc verantwortlich sind. 
Zu den bereits identifizierten Cis-agierenden Elementen am C4-Pepc Promotor in Mais 
gehört eine Sequenz mit vermuteter, regulatorischer Funktion ca. 3 kb oberhalb des 
Transkriptionsstarts. Die Demethylerung dieser DNA-Sequenz geht einher mit der 
Akkumulation von mRNA in C4-Pepc Mesophyllzellen (Langdale et al., 1991). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Übersicht über bekannte Cis-Elemente am C4-spezifischen Pepc Promotor in Mais 
Schematische Darstellung eines Ausschnittes des Promotors (ca. -1300 bp bis ca. +200 bp, bezogen auf den 
Transkriptionsstart). Verändert nach Schaeffner und Sheen (1992) und Taniguchi et al. (2000). Erklärung im 
Text. 
 
Weitere Elemente konnten durch Deletions- und Hybrid-Promotoranalysen identifiziert 
werden. Abbildung 2 zeigt eine Übersicht über bekannte cis-regulatorische Elemente am 
C4-Pepc Promotor. Neben der TATA-Box ca. 20 bp oberhalb des Transkriptionsstarts 
befinden sich im proximalen Promotorbereich fünf cytosin- sowie zwei adenosinreiche, 
repetierte Elemente (C14-Repeats 1-5 bzw. A29-Repeats). Diese können als Enhancer in 
Mais Protoplasten fungieren (Schaeffner und Sheen, 1992). Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass Proteine aus Mais- und Reis-Blattextrakten diese Sequenzen binden 
(Yanagisawa und Izui, 1992; Matsuoka et al., 1994).   
Im Gegensatz zu den beschriebenen cis-Elementen ist wenig über die trans-agierenden 
Faktoren, welche an der Regulation der C4-Pepc Expression beteiligt sind, bekannt. 
ATG
TIS
TATA
+1
Dof-Bindestelle a b c d e
C14 Repeats 1 2 3 4 5
MNF1
Bindestellen
PEP-I
Bindestellen
-500-1000
A29 Repeats
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Identifiziert wurde bisher mit den DOF-Proteinen DOF1 und DOF2 zwei Zink-Finger-
DNA-Bindeproteine, welche vermutlich an der Regulation beteiligt sind (Yanagisawa, 
1997; Yanagisawa und Izui, 1992). DOF1 bindet ein Konsensus „AAAAGG“-Core-Motif, 
welches Teil des im vorherigen Abschnitt erwähnten 29A Enhancer-Element ist. DOF1 
wird konstitutiv exprimiert, aktiviert die Transkription aber nur nach Belichtung. 
Vermutlich kompetiert der Repressor DOF2 in den nicht aktiven Geweben mit  DOF1 um 
die Bindestelle am Promotor (Yanagisawa und Sheen, 1998). 
Die Bindung weiterer blattspezifischer Kernproteine am C4-Pepc Promotor konnte 
nachgewiesen werden. MNF-I (Maize Nuclear Factor I) bindet zwei Positionen im distalen 
Promotorbereich (Yanagisawa und Izui, 1990), allerdings konnte auch eine Bindung dieses 
Faktors an den Cauliflower Mosaic Virus 35S-Promotor nachgewiesen werden 
(Yanagisawa und Izui, 1992). Die spezifische Rolle dieses Faktors in der Regulation des 
C4-Pepc Gens ist somit nicht bewiesen. Die Bindung von PEP-I an die C14-Repeats 
3 und 4 (Kano-Murakami et al., 1991) (siehe Abbildung 2) lässt zudem vermuten, dass 
auch dieser Faktor an der Regulation des C4-Pepc Gens beteiligt ist. 
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1.4 Die Rolle von Chromatin bei der Regulation der Genaktivität 
 
1.4.1 Struktur und Funktion von Chromatin 
 
Das Maisgenom besteht im diploiden Chromosomensatz aus ca. 2 x 2,5 x 109 Basenpaaren 
(http://www.maizegenome.org). Der Abstand zweier Basenpaare beträgt ca. 0,34 nm 
(Alberts, 2004). Daraus ergibt sich eine Gesamtlänge des Maisgenoms von ca. 1,7 m. Zur 
Verpackung der DNA in den nur wenige Mikrometer großen Zellkern ist deshalb eine 
starke Kompaktierung notwendig. 
In der ersten Stufe wird die DNA-Doppelhelix um die Histonproteine gewunden. Der 
daraus resultierende Komplex wird als Nukleosom bezeichnet und hat einen Durchmesser 
von ca. 10 nm. Nukleosomen bestehen  aus je 2 Kopien der Kern-Histone H2A, H2B, H3 
und H4 um die ca. 160 bp DNA gewunden sind (Kornberg und Lorch, 1999). 
Histonproteine besitzen eine globuläre Domäne mit essentieller Funktion für die 
strukturelle Integrität der Nukleosomen sowie aminoterminale Enden, welche für die 
Interaktionen mit der DNA sowie anderen Proteinen verantwortlich sind (Luger et al., 
1997). 
Bei physiologischer Salzkonzentration kompaktieren Nukleosomen zur ca. 40-mal 
kürzeren 30 nm Faser. Diese kann weiter zu Fasern von ca. 300 nm im Durchmesser, den 
so genannten Schleifendomänen gefaltet werden. Die letzte Kompaktierungsstufe ist das 
lichtmikroskopisch sichtbare Chromosom. 
Aufgrund der Einfärbbarkeit mit basischen Farbstoffen wird der Komplex aus DNA und 
Histonen als Chromatin bezeichnet. Traditionell wird dabei aufgrund verschiedener 
funktioneller und struktureller Eigenschaften zwischen dem weniger kompaktierten 
Euchromatin und dem stark kompaktierten Heterochromatin unterschieden. Euchromatin 
enthält Bereiche mit hoher Trankriptionsaktivität sowie die Mehrheit der Gene. 
Heterochromatin kann wiederum in konstitutives und fakultatives Heterochromatin 
unterschieden werden. Neben repetitiven Elementen sind Centromere oder telomere 
Genregionen häufig im konstitutiven Heterochromatin lokalisiert. Diese Bereiche werden 
nicht transkribiert. Gene in fakultativem Heterochromatin liegen zwar inaktiv vor, können 
aber unter bestimmten Bedingungen wieder aktiviert werden (Avramova, 2002). 
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Die Verpackung der DNA in Chromatin ermöglicht einerseits ihre Unterbringung im 
Zellkern, andererseits behindert diese Komprimierung biologische Prozesse, welche den 
Zugang zur DNA benötigen. Zur DNA-Rekombination, -Replikation, -Reparatur sowie zur 
transkriptionellen Aktivierung von Genen muss deshalb die DNA-Zugänglichkeit in 
bestimmten Chromatinbereichen temporär erhöht werden (Shahbazian und Grunstein, 
2007). 
Zwei Mechanismen sind mit der Aktivierung von Promotoren im Chromatinkontext von 
besonderer Bedeutung. Chromatin-Remodelling-Komplexe verändern die Interaktionen 
zwischen DNA und Histonen. Dies kann durch Repositionierung von Nukleosomen, 
Exposition verdeckter Bindestellen oder durch Verlust bzw. die Substitution von Histon-
Dimeren geschehen (Flaus und Owen-Hughes, 2004). Zweitens werden die 
aminoterminalen Enden vor allem der Histone H3 und H4 posttranslational modifiziert. 
Neben der Acetylierung von Lysinresten und der Mono-, Di- und Trimethylierung von 
Lysin- und Argininresten sind Phosphorylierung, Ubiquitinierung sowie ADP-
Ribosylierung weitere Beispiele für posttranslationale Modifikationen (Berger, 2002; 
(Kouzarides, 2007). 
 
ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVK
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Abbildung 3: Posttranslationale Histonmodifikationen in Pflanzen 
Dargestellt ist die Aminosäuresequenz der N-terminalen Enden von Histon H3 und H4 im 
Einbuchstabencode. Die Lysinreste 9, 14, 18 und 23 von Histon H3 und die Lysinreste 5, 8, 12, 16 und 20 
von Histon H4 sind rot hervorgehoben. Acetylierbare Lysinreste sind durch rote Kreise, methylierbare durch 
blaue Kreise und phosphorylierbare Lysinreste als grüne Kreise über der jeweiligen Aminosäure dargestellt. 
Pflanzenspezifische Modifikationen sind als hellblaue bzw. hellrote Kreise dargestellt. Verändert nach Chen 
und Tian (2007).  
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Abbildung 3 zeigt eine Auswahl der bisher in pflanzlichen Spezies bekannten 
Modifikationen der N-terminalen Bereiche dieser Histone. Die gezeigten Abschnitte der 
Proteine können an mehreren Positionen acetyliert (rote Kreise), methyliert (blaue Kreise) 
oder phosphoryliert (grüne Kreise) werden. Andere Modifikationen sind aus Gründen der 
Übersichtlichkeit nicht aufgeführt. An den Lysinen 9, 14, 18 und 23 von Histon H3 kann 
sowohl eine Acetylierung als auch eine Methylierung vorliegen.  
Bis auf die Methylierung von Lysin 9 sind diese pflanzenspezifisch und wurden bisher 
nicht in den untersuchten tierischen Spezies nachgewiesen. Gleiches gilt für die 
Acetylierung von H4K20 (Loidl, 2004). Insgesamt ergibt sich eine hohe Diversität 
bezüglich des Vorkommens spezifischer Histonmodifikationen zwischen Pflanzen und 
anderen Organismen (Fuchs et al., 2006). 
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1.4.2 Die Rolle von Histonmodifikationen bei der Regulation der 
Transkription 
 
Eine Reihe der zuvor genannten Histonmodifikationen konnte bereits mit bestimmten 
Aktivitätszuständen von  Genen korreliert werden (Nightingale et al., 2006). Am besten 
untersucht sind in diesem Zusammenhang die Auswirkungen von Histonacetylierung und 
-methylierung. Beispielsweise konnte eine Verbindung zwischen Histonacetylierung und 
Genexpression bereits erstmalig vor über 40 Jahren in in vitro Transkriptionsstudien 
hergestellt werden. Es wurde beobachtet, dass die Transkriptionseffizienz von RNA-
Polymerasen durch acetylierte Histone weniger als durch nicht acetylierte Histone inhibiert 
wird (Allfrey et al., 1964). Genomweite Analysen in verschiedenen tierischen und 
pflanzlichen Modellsystemen konnten mittlerweile eine generelle Korrelation zwischen 
Histonacetylierung und Genaktivität bestätigen (Lusser et al., 2001; Schubeler et al., 2004; 
Pfluger und Wagner, 2007). 
Die meisten bisher verfügbaren Informationen über die globale Rolle von 
Histonmodifikationen im Zusammenhang mit der Transkriptionsaktivierung stammen aus 
Untersuchungen an Hefen (Liu et al., 2005; Pokholok et al., 2005). So konnten 
gemeinsame Merkmale bezüglich der Zusammensetzung und der Anreicherung 
spezifischer Modifikationen an aktiv transkribierten Genen identifiziert werden. 
Bestimmten Stellen im Promotor sowie im 5’-Bereich der codierenden Regionen sind in 
transkriptionell aktiven Genen assoziiert mit acetylierten Histonen. Die beiden 
Nukleosomen, welche die Transkriptionsinitiationsstelle (TIS) flankieren, sind zumeist 
hypoacetyliert und zusätzlich angereichert mit bestimmten Histonvarianten. An der 
Initiationsstelle selber sind keine oder weniger Nukleosomen zu finden. Die codierende 
Region und häufig auch Bereiche des Promotors um die TIS sind angereichert mit 
trimethylierten Lysinen und jede der drei bekannten Methylierungsstellen in Hefen (H3K4, 
H3K36 und H3K79) zeigt ein spezifisches Verteilungsmuster (Liu et al., 2005; Zhang et 
al., 2005), Millar und Grunstein, 2006). Eine vergleichende Studie in Mensch und Maus 
zeigt zudem, dass diese Merkmale zwischen diesen Organismen konserviert sind 
(Bernstein et al., 2005). 
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1.4.3 Einfluss von Histonmodifikationen auf die Regulation der 
Genexpression in Pflanzen 
Die überwiegend sessile Lebensform der meisten Pflanzen stellt besondere Anforderung an 
ihre Anpassungsfähigkeit. Nach Veränderungen beispielsweise in der Temperatur und der 
Belichtung, sowie beim Umgang mit biotischem- und abiotischem Stress muss eine 
Vielzahl von Genen bezüglich ihrer Expression angepasst werden (Chen und Tian, 2007). 
Der präzisen Kontrolle von Chromatinmodifikationen kommt dabei eine zentrale Rolle zu, 
da der Wechsel zwischen permissiven und repressiven Chromatin eine Veränderung der 
Genexpression als Reaktion auf Umwelteinflüsse erlaubt. 
Die bisher detailliertesten Analysen von Chromatinmodifikationen in Pflanzen wurden in 
Arabidopsis thaliana durchgeführt. Abbildung 4 zeigt beispielhaft die 
Chromatinveränderungen im Zusammenhang mit transkriptioneller Aktivierung oder 
Repression an einem typischen Gen in Arabidopsis. Die Modifikationen lassen sich 
bezüglich ihres Vorkommens mit inaktiven bzw. aktiv transkribierten Genen in 
reprimierende (-) bzw. aktivierende Modifikationen (+) unterteilen. Im Zusammenhang mit 
reprimierten Genen wurde eine lokal auf den Promotorbereich beschränkte Dimethylierung 
von Arginin 3 an Histon H4 (Wang et al., 2007), sowie die Trimethylierungen von H3K27 
und von H3K9 über dem gesamten Gen mit einer graduellen Abnahme vom Promotor über 
die codierende Region bis an das Ende des Gens beobachtet (Turck et al., 2007). Die 
beiden letzteren Modifikationen treten dabei nicht gemeinsam an ein und demselben Gen 
auf. Im Zusammenhang mit aktiv transkribierten Genen findet sich dagegen allgemein die 
Acetylierung verschiedener Lysine auf den Histonen H3 und H4 im Promotor sowie dem 
Beginn der transkribierten Region (Caro et al., 2007; Ng et al., 2005; Guyomarc'h et al., 
2006). Eine ähnliche Verteilung wurde auch für die Di- sowie Trimethylierung von Histon 
H3 Lysin 4 beobachtet (Ng et al., 2005; Ng et al., 2007; Kim et al., 2005). Die 
Dimethylierung von H3 K36 ist dagegen auf den Beginn der transkribierten Region 
beschränkt (Zhao et al., 2005). Weitere Charakteristika aktiv transkribierter Gene in 
Arabidopsis sind die Inkooperation der Histonvariante H2A.Z in der Umgebung des 
Transkriptionsstarts (Deal et al., 2007) sowie ein partieller Verlust von Nukleosomen an 
der Initiationsstelle (Pfluger und Wagner, 2007).  
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Abbildung 4: Histonmodifikationen in Arabidopsis 
Die Abbildung zeigt beispielhaft die räumliche Verteilung verschiedener Histonmodifikationen, welche im 
Zusammenhang mit aktiv transkribierten (grün) bzw. reprimierten Genen (rot) in Arabidopsis beobachtet 
wurden. Die Trimethylierung von H3K27 sowie von H3K9  wurde mittels globaler Microarray Analysen 
bestimmt, während die anderen aufgeführten Modifikationen nur an einer limitierten Anzahl an Genen 
analysiert wurde. Weitere Erklärungen im Text. Verändert nach Pfluger und Wagner (2007). 
 
Neben den hier beschriebenen grundsätzlichen Gemeinsamkeiten zeichnet sich bei der 
Betrachtung spezifischer Gene eine hohe Diversität bezüglich des Vorkommens, der 
Lokalisation sowie der relativen zeitlichen Abfolge von Histonmodifikationen  bei der 
Transkriptionsaktivierung ab. Im Folgenden wird auf die Rolle von Histonmodifikationen 
bei der Regulation pflanzenspezifischer Prozesse detailliert eingegangen. 
Licht gehört zu den wichtigsten Umweltfaktoren, welche das Wachstum und die 
Entwicklung von Pflanzen während ihres gesamten Lebenszyklus beeinflussen. Pflanzen 
detektieren sowohl die Menge, Dauer und Ursprungsrichtung der Lichtquelle, als auch die 
Zusammensetzung bezüglich der im Licht enthaltenen Wellenlängen (Neff et al., 2000; 
Franklin und Whitelam, 2004). Erstmalig wurde am Plastocyanin Gen aus Erbsen 
nachgewiesen, dass die lichtinduzierte Aktivierung mit einer Acetylierung der Histone H3 
und H4 im Promotorchromatin einhergeht (Chua et al., 2001). Arabidopsis Mutanten mit 
Defekten in der Histonacetyltransferase HAF2 zeigen zudem eine verminderte Expression 
lichtinduzierbarer Gene, verbunden mit einer Reduktion der Acetylierung von Histon H3 
und H4 in den lichtresponsiven Promotorelementen (Bertrand et al., 2005). Vermutlich ist 
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somit Histonacetylierung an der Signalkaskade, die zur transkriptionellen Aktivierung 
lichtabhängiger Gene führt, beteiligt.  
Ein weiteres, gut untersuchtes Beispiel für den Zusammenhang zwischen 
Histonmodifikationen und Genregulation in Pflanzen ist der „Flowering Repressor C“ 
(FLC) in Arabidopsis. Pflanzen benötigen oftmals in Keimlingsstadium oder als Samen 
eine ausgedehnte Periode mit niedrigen Temperaturen, um am Ende ihrer Entwicklung 
blühen zu können (Sung et al., 2006). Durch den als Vernalisation bezeichneten Prozess 
wird der zu frühe Eintritt in die reproduktive Phase verhindert. Der „Flowering 
Repressor C“ ist ein Schlüsselelement zur Regulation der Blütenentwicklung in 
Arabidopsis. Durch ausgedehnte Kälteperioden werden Änderungen in den 
Histonmodifikationen am Chromatin des Flc-Locus hervorgerufen und die Expression des 
als Repressor fungierenden Proteins wird vermindert (Sung und Amasino, 2004b). 
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Repression der Expression mit der reduzierten 
Acetylierung am Flc-Locus proportional korreliert (Sung und Amasino, 2004a). Zur 
epigenetischen Unterdrückung der Expression des Flc-Gens in Arabidopsis ist zusätzlich 
das Like Heterochromatin Protein 1 (LHP1) notwendig. Es bindet nach Vernalisation an 
den Flc-Locus und ist notwendig für die Dimethylierung von H3K9, eine Modifikation, 
welche charakteristisch für den vernalisierten Zustand des Gens ist (Sung et al., 2006;  
Mylne et al., 2006). 
Verschiedene Studien zeigen zudem, dass Histonmodifikationen in Pflanzen eine hohe 
regulatorische Komplexizität aufweisen (Chen und Tian, 2007). So werden beispielsweise 
während der Potenzierung (Vorbereitung auf spätere Aktivierung) des Phaseolin Promotors 
zunächst die Lysine 9 und 12 der Histone H3 bzw. H4 acetyliert. Bei der nachfolgenden 
Aktivierung des Promotors wird dann Histon H3 an Lysin 14 acetyliert sowie Histon H4  
an Lysin 4 methyliert. Die mit der Potenzierung verbundenen Modifikationen werden 
hingegen bei der Aktivierung wieder entfernt (Ng et al., 2005). Bei der zweiphasigen 
Induktion stress-responsiver Gene in Reis konnte ebenfalls ein differenzieller Beitrag von 
Histonmodifikationen beobachtet werden (Tsuji et al., 2006). Während die frühe Phase 
begleitet wird von einem Wechsel der Methylierung von Histon H3 Lysin 4 vom 
dimethylierten zum trimethylierten Zustand, ist die späte Phase von einer Zunahme der 
Histon H3 Acetylierung geprägt. Diese Beispiele verdeutlichen, dass 
Transkriptionsaktivierung nicht einfach mit einer generellen Zunahme bestimmter 
Modifikationen korreliert, sondern vielmehr ein auf diskrete Phasen abgestimmtes Muster 
beobachtet werden kann. Zudem ist ersichtlich, dass die zeitliche Abfolge, mit der 
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verschiedene Modifikationen auftreten, je nach Spezies und untersuchtem Gen, 
unterschiedlich sein kann. 
 
1.4.4 Die Rolle von Histonacetyltransferasen und -deacetylasen bei der 
Regulation der Transkription 
 
Die zuvor erwähnten Beispiele verdeutlichen, dass neben der Methylierung bestimmter 
Histone vor allem die Histonacetylierung  im Zusammenhang mit der Transkription von 
Genen steht. Da dieser Modifikationstyp im Vordergrund der vorliegenden Arbeit steht, 
wird im Folgenden speziell auf die Rolle von Histonacetyltransferasen (HATs) und 
Histondeacetylasen (HDACs) bei der Regulation der Transkription eingegangen. 
Es konnte in einigen Fällen nachgewiesen werden, dass Histonacetyltransferasen (HATs) 
zur Aktivierung bestimmter Gene essentiell notwendig sind (Durrin et al., 1991; Kuo et al., 
1998; Reid et al., 2000). Bei der Rekrutierung von Histonacetyltransferasen können zwei 
Mechanismen unterschieden werden. Zum einen können HATs direkt von 
sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren an bestimmte regulatorische Sequenzbereiche 
in Promotoren rekrutiert werden (Kuo et al., 2000). Des Weiteren kann die Bindung von 
HATs durch die Präsenz andere transkriptionsassoziierter Chromatinmodifikationen, wie 
z.B. Histon H4 Methylierung im 5’-Bereich von codierenden Regionen begünstigt werden 
(De la Cruz et al., 2005). Neben der sequenzspezifischen Rekrutierung kann eine 
genomweite Aktivität bestimmter HATs beobachtet werden, die ebenfalls im 
Zusammenhang mit der Transkriptionsaktivierung von Genen steht. So ist z.B. die auf 
globaler HAT-Aktivität beruhende Acetylierung des Pho5 Promotors in Hefen durch die 
Acetyltransferase GCN5 an der Steigerung der Genexpression beteiligt (Imoberdorf et al., 
2006). 
Ähnlich wie zuvor für HATs beschrieben, werden bei der Reprimierung von Genen 
Histondeacetylasen einerseits von sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren rekrutiert 
(Roh et al., 2004; Rundlett et al., 1998), andererseits konnte auch eine globale Aktivität 
bestimmter HDACs nachgewiesen werden. Diese steht im Zusammenhang mit der 
Deacetylierung ausgedehnter euchromatischer Regionen (Vogelauer et al., 2000).  
Trotz der generell hohen Korrelation zwischen Histonacetylierung und der Transkription 
von Genen weisen neuere Arbeiten darauf hin, dass nicht nur der absolute Grad an 
Histonacetylierung wichtig für die Transkription ist. Vielmehr wurde beobachtet, dass ein 
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hoher Grad an Acetylierung verbunden mit einem hohen Umsatz an Acetylgruppen, 
verursacht durch die zyklische Aktivität von HATs und HDACs, entscheidend ist. So 
konnte z.B. gezeigt werden, dass Promotoren mit einem niedrigen Umsatz an 
Acetylgruppen (Halbwertszeiten zwischen 30-60 min.) trotz eines hohen Grades an 
absoluter Acetylierung nicht aktiv transkribiert werden. Ein hoher Umsatz von 
Acetylgruppen (Halbwertszeiten zwischen 1-5 min.) ist hingegen mit transkriptionsaktiven 
Promotoren verbunden (Waterborg, 2002). Zusätzlich konnte ein weiterer förderlicher 
Effekt von HDACs auf den Transkriptionsprozess selber beobachtet werden. Durch 
zyklische Deacetylierung der transkribierten Region bestimmter Gene wird die fehlerhafte 
Initiation von Polymerasen innerhalb der transkribierten Region reprimiert und somit die 
Entstehung aberranter Transkripte verhindert (Joshi and Struhl, 2005; Keogh et al., 2005). 
Die ursprünglich ausschließlich als Korepressoren betrachteten HDACs haben somit eine 
neue und unerwartete Rolle auch bei der Aktivierung von Genen.  
 
1.4.5 Ladungsneutralisierungs-Hypothese und Histone-Code-Hypothese 
 
Für die mechanistische Funktion der in den vorherigen Abschnitten vorgestellten 
Histonmodifikationen gibt es unterschiedliche Hypothesen. Ein relativ einfaches Modell 
ist, dass Histonmodifikationen die Chromatinstruktur direkt verändern. Dies führt entweder 
zur Öffnung oder zur Schließung des Chromatins und reguliert somit den Zugang für 
DNA-bindende Proteine wie z.B. Transkriptionsfaktoren. Vor allem der 
Histonacetylierung wird ein solcher Effekt zugeschrieben, da diese Modifikation die 
positive Nettoladung von Lysinresten neutralisiert und somit die Interaktionen mit der 
negativ geladenen DNA reduziert werden (Imhof and Wolffe, 1998; Dion et al., 2005). 
Daneben können Änderungen in Histonmodifikationen ebenfalls internukleosomale 
Kontakte sowie die übergeordnete Chromatinstruktur direkt beeinflussen (Shogren-Knaak 
et al., 2006). Zusätzlich könnten Histonmodifikationen zur Informationsspeicherung auf 
Genen verwendet werden. Der Hypothese zufolge erfolgt die Regulation der Transkription 
durch Rekrutierung von Effektorproteinen, welche spezifische 
Chromatinmodifikationsmuster erkennen (Jenuwein und Allis, 2001). Abbildung 5 zeigt 
beispielhaft verschiedene Klassen von Effektorproteinen sowie die Wechselwirkungen 
zwischen verschiedenen Histonmodifikationen an den Aminosäuren 1-14 an Histon H3 
(Kouzarides, 2007). Proteine mit Chromodomänen (Bindung an methyliertes Lysin 4 und 
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9), Bromodomänen (Bindung an acetyliertes Lysin 14), bzw. 14-3-3 Domänen (Bindung an 
phosphoryliertes Serin 10) binden die entsprechend modifizierten Aminosäuren.  
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Abbildung 5: Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Histonmodifikationen 
Dargestellt sind beispielhaft die verschiedenen Domänen der Effektorproteine, welche mit verschieden 
modifizierten Histonen interagieren. Der Einfachheit halber sind nur die ersten 14 Aminosäuren des N-
terminalen Ende von Histon H3 dargestellt. Die Pfeile illustrieren die Wechselwirkungen zwischen den 
verschiedenen Modifikationen. Weitere Erklärung im Text. Verändert nach Kouzarides (2007). 
 
Der Effekt auf die Transkription hängt dabei vom jeweiligen Faktor, bzw. der Kombination 
mit anderen Faktoren ab. Ein besonders gut untersuchtes Beispiel ist das Heterochromatin 
Protein 1 (HP 1), welches methyliertes Lysin 9 bindet und im Zusammenhang mit 
Heterochromatin assoziiertem Gen-Silencing in Drosophila steht (Grewal and Jia, 2007). 
Die Komplexizität wird zusätzlich durch Wechselwirkungen zwischen den einzelnen 
Modifikationen erhöht. So schließen sich beispielsweise die Methylierung von Lysin 9 und 
die Phophorylierung von Serin 10 gegenseitig aus (angedeutet durch die roten Pfeile in 
Abbildung 5). Phophoryliertes Serin 10 stimuliert die Acetylierung von Lysin 14, welches 
seinerseits die Methylierung von Lysin 9 unterdrückt. Zusätzlich können auch zwischen 
den Enden verschiedener Histone Wechselwirkungen bestehen. Die Ubiquitinierung von 
Lysin 123 an Histon H2B fördert beispielsweise die Methylierung von Lysin 4 an Histon 
H3. 
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In Abhängigkeit von der Komplexizität der gespeicherten Informationen sowie ihren 
gegenseitigen Verbindungen kann ein solcher Mechanismus als „Histon-Code“ (Jenuwein 
und Allis, 2001) bzw. „Histon-Sprache“ (Berger, 2007) definiert werden. 
Viele der hier beschriebenen Histonmodifikationen scheinen mitotisch, teilweise auch 
meiotisch stabil zu sein (Habu et al., 2006; Kohler and Makarevich, 2006). Sie erfüllen 
somit die Definition epigenetischer Modifikationen. Der Begriff der Epigenetik umfasst 
dabei die Weitergabe von Eigenschaften auf Nachkommen, die nicht auf Abweichungen in 
der DNA-Sequenz zurückgehen, sondern auf eine stabile Veränderung der Genregulation 
und Genexpression (Jaenisch und Bird, 2003). Da nahezu alle bekannten 
Histonmodifikationen reversibel sind, bleibt zu klären, wie und unter welchen 
Bedingungen Modifikationen an Nachkommen weitergegeben werden. 
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1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit 
 
In der vorliegenden Studie wird untersucht, wie individuelle und kombinierte Effekte 
verschiedener externer und interner Stimuli die Transkriptionsaktivierung sowie die 
Histonacetylierung am C4-spezifischen Pepc Promotor in Mais beeinflussen. Dazu werden 
Transkriptionsanalysen und Chromatinimmunopräzipitationen in verschiedenen 
Belichtungszuständen, Organen und Geweben sowie nach pharmakologischer 
Manipulation der Transkriptionsaktivität und der Histonacetylierung durchgeführt. Durch 
Vergleich der Promotoraktivität mit der Veränderung der Histonacetylierung sollen 
Zusammenhänge zwischen den beiden Prozessen analysiert werden. Die detaillierte 
Untersuchung spezifischer Histonacetylierungen am proximalen und distalen Promotor soll 
zudem zeigen, ob und wie verschiedene Signale, welche die C4-Pepc Promotoraktivität 
beeinflussen, auf der Chromatinebene integriert werden. Schließlich soll geklärt werden, 
inwieweit Histonacetyltransferasen und -deacetylasen zur Etablierung der untersuchten 
Histonmodifikationen in Abhängigkeit vom jeweiligen Stimulus beitragen. 
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2 Material und Methoden  
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Allgemein gebräuchliche Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Die allgemein verwendeten Chemikalien weisen zumindest einen Reinheitsgrad p.a. auf 
und wurden, wie auch die allgemein gebräuchlichen Verbrauchsmaterialien, von folgenden 
Firmen bezogen: 
Abcam (Cambridge, England), AB Enzymes (Darmstadt), ABgene (Epsom, UK), 
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), Applied Biosystems 
(Darmstadt), BioRad Laboratories GmbH (München), Biomol GmbH (Hamburg), 
Calbiochem (Bad Soden), Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Eppendorf (Hamburg), 
Eurogentec (Seraing, Belgien), Greiner (Solingen), Invitek (Berlin), Invitrogen (Carlsbad, 
USA), Kimberly-Clark (Rosewell, USA), Merck (Darmstadt), Metabion (Planegg-
Martinsried), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), MWG Biotech (München), New England 
Biolabs (Frankfurt), PeqLab (Erlangen), Pharmacia (Freiburg), Promega (Mannheim), 
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Schott Glaswerke (Mainz), Serva (Heidelberg), 
Sigma (Taufkirchen), Upstate Biotechnology (New York, USA), VWR (Darmstadt), 
Whatman (Maidstone, England) 
 
2.1.2 Spezielle Chemikalien und Verbrauchmaterialien 
Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V, Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Complete Protease Inhibitor, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
dNTP-Mix, MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
2-Deoxyglucose (DOG), Fluka/Sigma (Taufkirchen) 
MES (2-[N-Morpholino]ethansulfonsäure), Sigma (Taufkirchen) 
Miracloth, Calbiochem (Bad Soden) 
Natriumdesoxycholat, Merck (Darmstadt) 
Nonidet-P40, Calbiochem (Bad Soden) 
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Optical Adhesive Covers, Applied Biosystems (Darmstadt) 
Protein-A-Agarose, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Thermo-Fast®96 Detection Plate, ABgene (Epsom, UK) 
Triton X-100, AppliChem (Darmstadt) 
Trichostatin A, ICS (München) 
Trans-Zeatin, Sigma (Taufkirchen) 
 
2.1.3 Apparaturen, Geräte, Zubehör 
ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Quantitative PCR), Applied Biosystems  
(Foster City, CA) 
Agarosegelelektrophoreseapparaturen, Wissenschaftliche Werkstätten der RWTH-Aachen  
Binokular, Zeiss (Jena)  
Biofuge fresco (Zentrifuge), Heraeus (Osterode) 
Biorutor, Diagenode (Lüttich, Belgien) 
GeneAmp PCR System 9700 (Thermocycler), Applied Biosystems (Darmstadt) 
Hochvolt LED-Leuchtmittel grün (E27, MR16), Conrad Electronic (Hirschau) 
Hybridisierungsofen, Biometra (Göttingen) 
Leitz Dialux 20 (Mikroskop), Leica (Köln) 
Megafuge 3.0R (Zentrifuge), Heraeus (Osterode) 
Mikro 22 (Zentrifuge), Hettich (Tuttlingen) 
T personal (Thermocycler), Biometra GmbH (Göttingen) 
WTW pH90 (pH-Meter), Wissenschaftlich Technische Werkstätten (Weilheim) 
 
2.1.4 Reaktionskits 
MSB Spin PCRapace Kit, Invitek (Berlin) 
qPCRTM Core Kit for SYBR® Green I w/o dUTP, Eurogentec (Seraing, Belgien) 
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG with Rox,  Invitrogen (Carlsbad, USA) 
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2.1.5 Enzyme 
DNaseI (aus Rinderpankreas), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Macerozyme R-10, Serva (Heidelberg) 
M-MLV Reverse Transkriptase, Promega (Mannheim) 
Rohament Cl, AB Enzymes (Darmstadt) 
Rohament (Rohalase) Pl, AB Enzymes (Darmstadt) 
Taq-Polymerase, RWTH Institut für Biologie I (Aachen) 
 
2.1.6 Größenstandards und Kontroll-DNA 
GeneRulerTM 50bp DNA Ladder, MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
GeneRulerTM 100bp DNA Ladder, MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
λ-DNA/PstI, MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
λ-DNA, MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
 
                                                                                                      MATERIAL UND METHODEN 
 
24
2.1.7 Antikörper 
 
Tabelle 2: Antikörper für ChIP-Analysen 
* = für ChIP-Analysen eingesetztes Volumen des jeweiligen Antikörpers; 1 = Upstate, New York, USA; 2 =  
Abcam, Cambridge, England; 3= Antikörperserum aus Kaninchen, welches gegen ein stärkemodifizierendes 
Enzym aus Kartoffel immunisiert wurde. Das am Institut für Biologie I der RWTH-Aachen hergestellte 
Serum diente bei den ChIP-Analysen gegen modifizierte Histone als Negativkontrolle. 
 
 
Antiköper 
 
Kurzbezeichnung 
Hersteller-
Bezeichnung 
 
Hersteller 
 
[µl]* 
Anti-Acetyl H3 (H3ac) 06-599 Upstate1 5 
Anti-Acetyl H4 (H4ac) 06-866 Upstate1 5 
Anti-Hyperacetyl H4 (H4Hyp) 06-946 Upstate1 5 
Anti-Acetyl H4K5 (H4K5ac) 07-327 Upstate1 5 
Anti-Acetyl H4K16 (H4K16ac) 07-329 Upstate1 5 
Anti-Acetyl H3K9 (H3K9ac) 07-352 Upstate1 5 
Anti-Acetyl H3K14 (H3K14ac) 07-353 Upstate1 1 
Anti-Acetyl H3K18 (H3K18ac) 07-354 Upstate1 1 
Anti-H3 C-terminal H3C ab1791 Abcam2 1 
Anti-SBE 
Kontrollserum3 
Kontrollserum - - 5 
 
2.1.8 Pflanzenmaterial  
Die Anzucht von Maispflanzen (Zea mays L. cv. Montello, agaSAAT GmbH, Neukirchen-
Vluyn) erfolgte für 10-12 Tage in Erde (VM Einheitserde, Werksverband, Sinntal-Jossa) in 
einem diurnalen Tagesrhythmus mit 16 h Belichtung bei 25°C und 8 h Dunkelheit bei 
20°C. Die Pflanzen wurden mit Osram Superstar HQI-T 400W/DH-Lampen belichtet. 
Dabei lag die Photonen-Flux-Dichte zwischen 120 und 180 µmol m-2s-1.  
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Die Folgenden Bezeichnungen für unterschiedliche Belichtungszustände von 
Gesamtblättern wurden in dieser Arbeit verwendet: 
„Etioliert“ = Pflanzen wurden für 10-12 Tage in vollkommener Dunkelheit angezogen. 
„Ergrünend“ = Pflanzen wurden für 10-12 Tage in vollkommener Dunkelheit angezogen 
und anschließend für 4 h belichtet. 
„Belichtet“ = Pflanzen wurden für 10-12 Tage im diurnalen Rhythmus von 16 h 
Belichtung und 8 h Dunkelheit angezogen. Nach Beendigung der letzten Dunkelperiode 
wurden die Pflanzen für weitere 4 h belichtet und anschließend geerntet. 
„8 h reetioliert“ = Pflanzen wurden für 10-12 Tage im diurnalen Rhythmus von 16 h 
Belichtung und 8 h Dunkelheit angezogen und am Ende der letzten Dunkelperiode 
geerntet. 
„56 h reetioliert“ = Belichtete Pflanzen wurden für 56 h verdunkelt. 
„56 h reetioliert“ + 4 h L“ = Für 56 h reetiolierte Pflanzen wurden vor der Ernte für 4 h 
belichtet. 
 
Für Untersuchungen wurde jeweils das zweite und dritte Blatt der Keimlinge verwendet. 
Für die Präparation von Wurzeln wurden Pflanzen für 10-12 Tage im diurnalen Rhythmus 
in Erde angezogen. Die Erde wurde vor der Ernte sorgfältig durch Spülen mit Wasser 
entfernt. Für die Präparation von Koleoptilen wurden Pflanzen für 5-10 Tage im diurnalen 
Rhythmus bzw. in Dunkelheit angezogen. Koleoptilen wurden manuell von den übrigen 
Pflanzenteilen separiert. 
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2.1.9  Häufig verwendete Puffer, Medien und Lösungen  
Tabelle 3: Häufig verwendete Lösungen 
Protoplastierungspuffer Sorbitol  
MES  
CaCl2 
Rohament PL  
Rohament CL 
Mazerozym R-10 
pH 5,8 mit NaOH 
0,5 M 
5 mM 
10 mM 
10 % (v/v) 
15 % (v/v) 
0,60 % (w/v) 
 
PCR-Puffer, 10x KCl  
MgCl2  
Tris-HCl-HCl pH 8,5  
Tween-20  
0,5 M 
22,5 mM 
0,1 M 
0,1 % (v/v) 
DNaseI-Puffer Tris-HCl-HCl pH 7,5 
MgCl2  
0,2 M 
20 mM 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) EDTA 
pH 8,0 mit NaOH 
0,5 M 
auf pH 8,0 
Puffer A Natriumbutyrat  
Saccharose  
Tris-HCl pH 8,0  
Betamercaptoethanol  
Formaldehyd 
10 mM 
0,4 mM 
10 mM 
5 mM 
3 % 
Puffer B Natriumbutyrat  
Saccharose  
Tris-HCl pH 8,0  
Betamercaptoethanol  
Complete Protease Inhibitor 
10 mM 
0,4 mM 
10 mM 
5 mM 
1 x 
Puffer C Natriumbutyrat  
Saccharose  
Tris-HCl pH 8,0  
Betamercaptoethanol  
MgCl2  
Triton X-100  
Complete Protease Inhibitor 
10 mM 
0,25 M 
10 mM 
5 mM 
10 mM 
1 % (w/v) 
1 x 
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Puffer D Natriumbutyrat  
Saccharose  
Tris-HCl pH 8,0  
Betamercaptoethanol  
Triton X-100  
MgCl2  
Complete Protease Inhibitor  
10 mM 
1,7 M 
10 mM 
5 mM 
0,15 % (w/v) 
2 mM 
1 x 
Puffer E Tris-HCl pH 8,0  
EDTA pH 8,0  
SDS  
Complete Protease Inhibitor 
25 mM 
5 mM 
0,5 % (v/v) 
1 x 
Puffer F Tris-HCl pH 8,0  
EDTA pH 8,0  
NaCl  
Triton X-100  
50 mM 
1 mM 
0,15 mM 
0,1 % (w/v) 
Puffer G Tris-HCl pH 6,8  
NaCl  
SDS  
DTT  
0,15 mM 
0,2 mM 
2 % (v/v) 
10 mM 
Waschpuffer “low salt” 
 
NaCl  
SDS  
Triton X-100  
EDTA  
Tris-HCl pH 8,0  
0,15 mM 
0,1% (v/v) 
1 % (w/v) 
2 mM 
20 mM 
Waschpuffer “high salt” 
 
NaCl  
SDS  
Triton X-100  
EDTA  
Tris-HCl pH 8,0  
0,5 M 
0,1 % (v/v) 
1 % (w/v) 
2 mM 
20 mM 
Waschpuffer Lithiumchlorid 
 
LiCl  
NP-40 
Natriumdesoxycholat  
EDTA  
Tris-HCl pH 8,0  
0,25 M 
1 % (w/v) 
1 % (w/v) 
1 mM 
20 mM 
TE-Puffer 
 
Tris-HCl pH 8,0  
EDTA  
10 mM 
1 mM 
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2.1.10 Verwendete Oligonukleotide 
Die Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Planegg-Martinsried) bezogen. 
 
Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide 
Name/ 
Funktion 
Sequenz  (5’ → 3’) Primer (nM) 
MgCl2 
(mM) 
Betain 
(M) 
Produkt 
(bp) 
-2420 f/r TATCCTTCTGCCTAGGTTGAGTAGCT / TGTTGACACCAAATCCTAACCAAA 200 3 0 91
-2100 f/r GTCACAATTGAAGATTCGTGCAAGG / CAGTTTGAACTAAACGACTTCCAAC 200 3 0 224 
-1600 f/r AGAAACAAAAGCAAGGTCAAGGTG / GGTTCTGTTTTCCTGCTTCTAAAAGT 200 3 0 92 
-1500 f/r CCAAACAGACCCTAAAAATGTGTG / GCAGTTGATCTATTCCAGCCTCTTA 200 3 0 90 
-1300 f/r GTACAAATGAGGTGCCGGATTGATG / CGGCCATGGCATGATACAATTCTCA 250 5 0 139 
-1100 f/r GGTGTTAGGACACGTGGTTAGC / CACTTGGCAGCGGTGAAGATAC 100 3 0 247 
-700 f/r TGGCACCCTTATCCCTACAATAGC / GTCTGTTTGCAGGATGTGGTTGAG 200 3 0 297 
-500 f/r CTCTTAGCCACAGCCGCCTCA / CGTCTGTTAGCAAGTAGGCTGCA 200 3 0 109 
-400 f/r CCCTCTCCACATCCTGCAAAGC / ATTCCGTTGGCTAATTGGGTAGCA 300 3 1 112 
-300 f/r GCACGTCAACAGCACCGAGC / GTGGAGAGGGGTGTCTGCTAC 200 3 0 118 
-200 f/r CGATTGCCGCCAGCAGT / GAACCGGCTGTGGCTGAG 300 3 1 98 
-100 f/r CGGTTACCGCCGATCACATGC / CAAATAGGGATGGGGAGTCGTTGG 200 3 0 113 
10 f/r AACGACTCCCCATCCCTATTTGAAC / AGCAGGGAAGCGAGACGGTTG 200 3 0.5 110 
100 f/r CCCTGCTTAGCTTCCCGCCG / TGACGGAGCTGCGCGTCGATG 200 3 0 87 
200 f/r AAGGTCTCCGAGGACGACAAG / ACCGGTCGAAGAAGAAATGGG 200 3 0 142 
450 f/r CTGTAATGCATGCAGGTCCAGGAGT / ATGGAGCTCGCCACGAGGATGG 300 3 1 139 
800 f/r TTCGAGGCGCTCAAGAACC / ATCCTGCAGCGACAAGACC 200 3 0 204 
1000 f/r ATGCCAAGGACATCACTGAC / TCTGGCGCACTAACTTACAC 200 3 0 213 
1600 f/r TTCTCCAGCTGTGCTCAAAG / ACCGAGTGCTCAGTGATGAC 200 3 0 304 
1900 f/r TTCACAGATCCAAGCAGCCTTCAG / GATGTAGCTCATCCCATAGCGCAT 300 5 1 90 
4300 f/r GTATGCTGCCATTGCCCATTGC / GTCTCCGGTGTAGCCTGATAGTGA 300 5 1.2 110 
5900 f/r GGAAGGGGACACTAGAGATGTCAG / CTCCTCAGAAACAAGTGTGATGTCCA 600 6 0 86 
Actin-1 f/r TTTAAGGCTGCTGTACTGCTGTAGA / CACTTTCTGCTCATGGTTTAAGG 200 3 0 119 
Telomer f/r CCTTAGCAGTCTCAGTGGCCA / GGAGGCCGGTAAGGCTATTTT 100 3 0 101 
C4-Pepc 
hnRNA f/r 
GTATGCTGCCATTGCCCATTGC / GTCTCCGGTGTAGCCTGATAGTGA 300 5 1 110 
Actin-1 
mRNA f/r 
CCTATCGTATGTGACAATGGCACT /  GCCTCATCACCTACGTAGGCAT 200 3 0 119 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Gewebepräparation 
Die Isolation von Bündelscheiden beruht auf der erhöhten Stabilität dieses Gewebetyps 
gegenüber mechanischer Belastung bzw. pektinolytischer und zellolytischer Enzyme. 
Bündelscheiden für Genexpressionsanalysen wurden wie in Hahnen et al. (2003) 
beschrieben, isoliert. Die mechanische Belastung in einem Mixer zerstört dabei die 
Mesophyllzellen und Bündelscheiden können anschließend durch Filtration abgetrennt 
werden. 
Bündelscheiden für ChIP-Analysen wurden nach der Formaldehydfixierung (2.2.2.2) in 
Protoplastierungspuffer  mit 15% v/v Rohament CL, 10% v/v Rohament PL  und 0,6% w/v 
Mazeroenzym R-10 (2.1.9) für 2,5 h inkubiert. Mesophyllprotoplasten und Epidermis 
wurden durch extensives Spülen mit Wasser entfernt. Die Qualität jeder 
Bündelscheidenpräparation wurde mikroskopisch analysiert. 
 
2.2.2 Nukleinsäurepräparation  
 
2.2.2.1 Isolierung genomischer DNA 
Die Isolierung genomischer DNA aus Maisblättern wurde mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion und anschließender Ethanolfällung durchgeführt.  
Ca. 50-100 mg Blattmaterial wurde dazu in flüssigem Stickstoff gemörsert und 
anschließend in einem Volumen DNA-Extraktions-Puffer (2.1.9) aufgenommen. Durch 
eine Phenol-Chloroform-Extraktion wurden Proteine, Lipide und Zelltrümmer abgetrennt. 
Dazu wurde die Probe mit einem Volumen Phenol-Chloroform-Lösung (1:1) versetzt und 
durch Invertieren gemischt. Nach einem Zentrifugationsschritt (13000 x g, 5 min., 4° C) 
wurde die obere, nukleinsäurehaltige Phase abgenommen und in ein neues Gefäß 
überführt. Nach Zugabe von einem Volumen Chloroform wurde erneut durch Invertieren 
gemischt. Die Phasen wurden durch Zentrifugation (13000 x g, 5 min., 4°C) getrennt. Die 
obere, wäßrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die DNA mit zwei 
Volumen eiskaltem Ethanol (96 %) und 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5,2) für 20 min. 
bei -20°C präzipitiert. Anschließend wurde die DNA durch Zentrifugation (13000 x g, 15 
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min., 4° C)  pelletiert, mit Ethanol (70 %) gewaschen, getrocknet und in einer adäquaten 
Menge Wasser aufgenommen. Die Qualität der Präparation und die Konzentration der 
Nukleinsäurelösung wurden über Agarosegelelektrophorese bestimmt (2.2.3).  
 
2.2.2.2 Formaldehydfixierung und Isolierung von Chromatin 
Die Formaldehydfixierung und Isolierung von Chromatin beruht auf einem Protokoll von 
Bowler et al. (2004). Die Anpassungen auf die Bedingungen für verschiedene Maisgewebe 
und Organe werden im Folgenden beschrieben. 
Zur Formaldehydfixierung von Gesamtblättern wurden 3 g Blattmaterial von 10-12 Tage 
alten Pflanzen in 30 ml Puffer A (2.1.9) für 10 min. vakuuminfiltriert. Das Abstoppen der 
Reaktion erfolgte durch Zugabe von 2,5 ml 2 M Glycin und erneutem Vakuuminfiltrieren 
für 5 min. Die infiltrierten Blätter wurden mit Leitungswasser abgespült, getrocknet und in 
flüssigem Stickstoff gemörsert. 
Zur Fixierung größerer Mengen Gesamtblätter (6 g - 24 g) wurden diese in einer 250 ml 
Saugflasche in 200 ml Puffer A (2.1.9) für 2,5 min. vakuuminfiltriert. Dabei wurde das 
Vakuum fortlaufend unterbrochen, was die Aufnahme der Fixierungslösung in die Blätter 
erleichtert. Im Anschluss wurden die Blätter weitere 2,5 min. im Fixierungspuffer 
inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 17 ml 2 M Glycin und 
erneutem Vakuuminfiltrieren für 5 min. 
Wurzeln und Koleoptilen wurden vor der Formaldehydfixierung in ca. 5 mm große Stücke 
zerschnitten und anschließend für 10 min. auf einem rotierenden Rad bei 4°C in 30 ml 
Puffer A (2.1.9) mit 3% (v/v) Formaldehyd fixiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte 
durch Zugabe von 2,5 ml 2 M Glycin und weiterer Inkubation für 5 min. 
Die folgenden Angaben beziehen sich auf die Präparation ausgehend von 3 g Material. 
Veränderte Parameter für die Präparation ausgehend von 6 g Material sind in eckigen 
Klammern angegeben. Grössere Mengen (12 g, 24 g) wurden wie 2 bzw. 4 x 6 g behandelt. 
Nach der Formaldehydfixierung wurde das jeweilige Pflanzenmaterial mit Leitungswasser 
abgespült, getrocknet, in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und gemörsert. Alle weiteren 
Schritte wurden bei 4°C oder auf Eis durchgeführt. Das gemörserte, tiefgefrorene Material 
wurde durch Invertieren und vorsichtiges Schütteln in 30 ml Puffer B [3 g- 6 g] (2.1.9) 
resuspendiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation für 15 min. unter konstanter 
Agitation. Die Lösung wurde durch 4 Lagen Miracloth (2.1.2) filtriert, um Zelltrümmer 
abzutrennen. Das Filtrat wurde anschließend für 20 min. bei 2880 x g zentrifugiert, der 
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Überstand verworfen und das Pellet im 1 ml Puffer C (2.1.9) resuspendiert. Nach erneuter 
Zentrifugation (10 min., 12000 x g) wurde das erhaltene Pellet in 300 µl Puffer D [600 µl 
für 6 g] (2.1.9) aufgenommen. 1,5 ml Puffer D wurden mit diesen 300 µl überschichtet und 
für 1 h bei 16000 x g zentrifugiert [Doppelansatz für 6 g]. Der Überstand wurde sorgfältig 
entfernt und das Pellet in 300 µl Puffer E (2.1.9) resuspendiert [die 2 x 300 µl aus dem 
Doppelansatz für 6 g Material wurden nach diesem Schritt wieder vereinigt]. Die 
Chromatinqualität wurde mittels Agarosegelelektrophorese kontrolliert. Dazu wurden 
20 µl der Präparation mit 100 µl Puffer G (2.1.9) versetzt und die Quervernetzung durch 
Hitzebehandlung bei 65°C über Nacht revertiert. Die freigesetzte DNA wurde mittels MSB 
Spin PCRapace Kits (Invitek, Berlin) aufgereinigt, mit Agarosegelelektrophorese-
Ladepuffer (2.1.9) versetzt und in einem 3% (w/v) Agarosegel (2.2.3) analysiert. 
Das Chromatin für ChIP-Analysen wurde anschließend durch Ultraschallbehandlung in 
DNA-Fragmente mit einer durchschnittlichen Länge von ca. 400 bp geschert. Dies wurde 
mit einer MS72 Sonotrode (2.1.3) mit 5 x 20 Impulsen, bei 25 % Intensität, Zyklus = 50, 
durchgeführt. In späteren Experimenten wurde ein Biorupter (2.1.3), der die gleichzeitige 
Prozessierung von bis zu 6 Chromatinpräparationen erlaubt, verwendet. Es wurden die 
Einstellungen „Setting = high, Intervall = 30/30 sec“ für 10 min. unter konstanter Kühlung 
verwendet. Der Vergleich der beiden Fragmentierungsmethoden in der 
Agarosegelelektrophorese ergab eine vergleichbare Chromatinqualität. 
Nach der Ultraschallbehandlung wurden Zelltrümmer durch Zentrifugation für 5 min. bei 
16000 x g abgetrennt. Die Fragmentierungseffizienz wurde, wie zuvor beschrieben, mittels 
Agarosegelelektrophorese analysiert. Die Chromatinlösung wurde in flüssigem Stickstoff 
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
 
2.2.2.3  Isolierung von Gesamt-RNA aus Mais  
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Mais erfolgte modifiziert nach Chomczynski (1993). 
Das Prinzip beruht auf einer Phenol-Chloroform-Extraktion im sauren Milieu. Dies 
ermöglicht eine Trennung von DNA, welche in der Interphase verbleibt, während die RNA 
sich in der wässrigen Phase löst.  
Ca. 50 mg gemörsertes Blattmaterial wurden in 1 ml Trizol (2.1.2) aufgenommen. Nach 10 
min. Homogenisieren wurde durch Zugabe von Chloroform eine Phasentrennung 
herbeigeführt und nach Zentrifugation die obere, wässrige Phase abgenommen. Nach 
zweimaligem Waschen der Phase mit Chloroform erfolgte die Präzipitation der RNA aus 
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der wässrigen Phase mit zwei Volumen eiskaltem Ethanol (96 %) für 20 min. bei -20°C. 
Anschließend wurde die RNA durch Zentrifugation (13000 x g, 15 min., 4°C) pelletiert, 
mit Ethanol (70 %) gewaschen, getrocknet und in einer adäquaten Menge Wasser 
aufgenommen. Die Qualität der Präparation und die Konzentration der Nukleinsäurelösung 
wurden über Agarosegelelektrophorese bestimmt. 
 
2.2.3 Trennung von Nukleinsäuren durch Agarosegelelektrophorese 
Die visuelle Analyse von Nukleinsäuren wurde mittels Agarosegelelektrophorese und 
anschließender Ethidiumbromid-Färbung durchgeführt. Dabei erfolgt eine 
größenabhängige Auftrennung der Nukleinsäuren in einer Gelmatrix durch Anlegen eines 
Spannungsfeldes. Die negativ geladenen Nukleinsäuren wandern im Spannungsfeld zur 
Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei von der Molekülgröße abhängig. 
Ethidiumbromid (EtBr) lagert sich in die doppelsträngige Molekülstruktur von 
Nukleinsäuren ein und ermöglicht eine Visualisierung der Fragmente nach Anregung mit 
UV-Licht. 
In der vorliegenden Arbeit wurden 2 prozentige (w/v) Agarosegele in 1 x TAE-Laufpuffer 
(2.1.9) verwendet. Den Gelen und dem TAE-Laufpuffer wurden  
0,25 µg EtBr/ml zugesetzt. Die Nukleinsäureproben wurden vor dem Auftragen auf das 
Gel mit 0,2 Volumen Ladepuffer (2.1.9) versetzt. Um die Größe der aufgetrennten Proben 
abschätzen zu können, wurde als Standard zusätzlich 300 ng λ-DNA/PstI , Gene RulerTM 
100 bp DNA Ladder oder Gene RulerTM 50 bp DNA Ladder (2.1.6) aufgetragen. Die 
Auftrennung der Nukleinsäurefragmente erfolgte je nach Größe des Gels bei einer 
Spannung von 60 – 140 V für 30 – 90 Minuten. 
 
2.2.4 cDNA-Synthese  
Bei der cDNA-Synthese wird eine RNA-Matrize, ausgehend von einem Oligonukleotid- 
oder Poly-dT-Primer, in einen komplementären DNA-Strang umgeschrieben. Vor der 
Synthese wurde zur Entfernung von DNA ein Verdau mit DNaseI (2.1.5) durchgeführt. 
Dazu wurde 1 U DNaseI zu 1-2 µg RNA gegeben und die Proben 15 min. bei 37 °C in 
DNaseI-Puffer (2.1.9) inkubiert. Die DNaseI wurde durch Hitzebehandlung für 10 min. bei 
70 °C inaktiviert.   
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Für die Reaktion wurde die RNA-Matrize mit dem entsprechendem Primer und Wasser für 
5 min. auf 70 °C erhitzt, anschließend auf Eis abgekühlt und die restlichen Komponenten 
wie dNTPs, Puffer und Reverse Transkriptase (MML-V; Promega, Mannheim) zugegeben. 
Nach Inkubation für 1 h bei 37 °C und anschließender Inaktivierung des Enzyms für 10 
min. bei 70°C wurden die Erststränge 1:10 in Wasser verdünnt und jeweils 2 µl in die PCR 
eingesetzt.  
Als Primer wurde ein 9-mer Oligonukleotid-Primer mit zufälliger Basenabfolge verwendet. 
Für jedes Experiment wurde zusätzlich eine Reaktion ohne Reverse Transkriptase 
durchgeführt um eventuelle DNA-Kontaminationen festzustellen. Die folgende Tabelle 
zeigt einen Standardreaktionsansatz für die cDNA-Synthese: 
  
Tabelle 5: Standardreaktionsansatz für die cDNA-Synthese 
 
Komponente Konzentration 
RNA-Matrize 50-100 ng/µl 
Primer 2,5 pmol/µl 
Desoxynukleotide (dNTPs) 1 nmol/µl 
MML-V Reaktionspuffer 1x 
MML-V 10 U/µl 
 
2.2.5 PCR-Techniken  
Spezifische DNA-Sequenzen können mittels PCR (Polymerase Chain Reaction, 
Polymerase-Kettenreaktion) amplifiziert werden. In einem zyklischen, dreiphasigen 
Prozess, bestehend aus Denaturierung, (Aufschmelzen der doppelsträngigen DNA in 
Einzelstränge), Anlagerung (Anlagern spezifischer Oligonukleotide an die 
komplementären DNA-Sequenzen, die das zu vervielfältigende DNA-Fragment flankieren) 
und Synthese (Synthese eines neues DNA-Stranges durch eine Polymerase, ausgehend 
vom 3’-Ende der angelagerten Oligonukleotide) wird der gewünschten DNA-Abschnitt 
exponentiell vervielfältigt.  
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2.2.5.1 Konventionelle PCR 
Als Matrize diente DNA oder cDNA. Tabelle 6 zeigt den Standardansatz für eine 
konventionelle PCR und Tabelle 7 das zugehörige Standardthermoprofil. 
 
Tabelle 6: Standardreaktionsansatz für die konventionelle PCR 
Komponente Konzentration 
PCR-Puffer 1x 
dNTPs 0,2 nmol/µl 
Primer Vorwärts/Rückwärts je 0,2 nmol/µl 
Taq-Polymerase 0,4 U/µl 
Matrize 20- 100 pg/ µl 
 
 
Tabelle 7: Standardthermoprofil für die konventionelle PCR 
Reaktions- 
Schritt 
Temperatur
[°C] 
Dauer
[min.] 
Zyklen 
 
Denaturierung 94 5 1 x 
Denaturierung 
Anlagerung 
Synthese 
94 
58 
72 
0,2 
0,2 
0,45 
35 x 
Finale Synthese 72 5 1 x 
 
PCR-Produkte wurden standardmäßig mittels Agarosegelelektrophorese (2.2.3) analysiert.  
 
2.2.5.2 Quantitative PCR 
Die quantitative PCR (qPCR) ermöglicht es, die Menge der Matrizen-DNA in einem PCR-
Ansatz zu bestimmen. Dabei wird die Akkumulation der PCR-Produkte während der 
Amplifikationsreaktion mittels Fluoreszenzmessungen bestimmt. Der Ablauf ist analog 
einer konventionellen PCR, jedoch wird bei der qPCR zusätzlich ein Fluoreszenzfarbstoff 
(SYBR® Green I) verwendet, der in doppelsträngige DNA interkaliert. In freier Form ist 
der Farbstoff nicht detektierbar, aber bei Bindung an doppelsträngige DNA und unter 
Anregung mit Licht definierter Wellenlänge, fluoresziert SYBR® Green I und das 
entstehende Signal kann gemessen werden. Die  Quantifizierung  des  während  der 
Reaktion entstehenden PCR‐Produkts erfolgt in der exponentiellen Phase der Reaktion. 
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Man bestimmt die Zyklenzahl bei der sich das Fluoreszenzsignal gerade deutlich von der 
Hintergrundfluoreszens abhebt (bei dem verwendeten System als Ct-Wert definiert). Durch 
den Vergleich des Ct-Wertes einer Probe mit dem Ct-Wert von gleichmäßigen 
Verdünnungsschritten eines Standards gegebener Konzentration kann auf die  eingesetzte 
Matrizenmenge der Probe zurück geschlossen werden. Die Ct-Werte der  Standardreihe 
sollten dabei alle Messwerte der Proben umfassen.  Die  Spezifität des entstehenden 
Produktes wird durch eine Schmelzpunktanalyse  bestimmt. Dabei werden die 
doppelsträngigen PCR-Produkte von 60°C auf 95°C erhitzt. Bei Erreichen der durch die 
Länge und Nukleotid-Zusammensetzung des PCR-Produktes bedingten Schmelztemperatur 
wird die DNA einzelsträngig und setzt den Fluoreszenzfarbstoff frei, die damit verbundene 
Fluoreszenzänderung der Probe wird detektiert. 
Eine Optimierung der PCR kann über die Variation der Primer- und MgCl2-Konzentration 
oder über Zusatz von Betain erfolgen und wurde in der vorliegenden Arbeit für jedes 
Primer-Paar individuell durchgeführt. Für die Optimierung wurde je nach gewünschtem 
Anwendungsbereich der PCR cDNA aus Maisblättern oder Chromatin verwendet. 
Die Real-Time-PCR wurde mit dem qPCRTM Core Kit for SYBR® Green I der Firma 
Eurogentec und dem Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG with Rox der Firma 
Invitrogen nach Herstellerangaben durchgeführt. Es wurde das in Tabelle 8 dargestellte 
Thermoprofil genutzt. 
 
Tabelle 8: Thermoprofil der qPCR 
Reaktions- 
Schritt 
Temperatur
[°C] 
Dauer
[min.] 
Zyklen 
 
Denaturierung 95 10 1 x 
Denaturierung 
Synthese 
95 
60 
0,25 
1 40 x 
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2.2.6  Sequenzen  
Die Sequenz des C4-Pepc Gens aus Mais (Zea mays) wurde aus der GenBank Accession 
X15642 abgeleitet. Zusätzliche Sequenzinformationen wurden für den 5’-Bereich durch 
Vergleich mit überlappenden Sequenzen in tuc11-12-04.2773.1 sowie dem BAC Klon 
gi 116268332 gewonnen. Am 3’-Bereich wurden Sequenzinformationen durch Vergleich 
mit der überlappenden Sequenz in tuc11-12-04.181719.1 abgeleitet 
(http://www.maizegdb.org). Die Sequenz des Actin-1-Promotors ist aus Haring et al. 
(2007) entnommen. Die subtelomerischen Mais Sequenzen sind von Burr et al. (1992) 
abgeleitet. 
2.2.7  Chromatinimmunopräzipitation (ChIP)  
 
Chromatinimmunopräzipitation (ChIP) bezeichnet ein hochsensitives, 
antikörpervermitteltes Nachweisverfahren für DNA-assoziierte Chromatinproteine. Bei der 
in dieser Arbeit verwendeten xChIP (quervernetzende ChIP) werden zunächst 
Chromatinproteine, wie z.B. Histone oder Transkriptionsfaktoren, mittels Formaldehyd 
kovalent an die DNA gebunden. Nach Chromatin-Isolierung und 
Ultraschallfragmentierung kann durch Zugabe von spezifischen Antikörpern eine selektive 
Immunopräzipitation der gewünschten Protein-DNA-Konjugate erzielt werden. Nach 
Revertierung der kovalenten DNA-Protein-Bindungen wird die kopräzipitierte DNA 
aufgereinigt und kann anschließend beispielsweise mittels qPCR quantifiziert werden. 
Abbildung 6 zeigt den schematischen Verlauf einer ChIP gegen modifizierte Histone.  
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Abbildung 6: Chromatinimmunopräzipitation 
Schematische Darstellung einer  ChIP-Analyse gegen modifizierte Histone. Nach Fixierung der Histone an 
die DNA kann das isolierte Chromatin mittels Ultraschallbehandlung fragmentiert werden. 
Modifikationsspezifische Antikörper binden entsprechend modifizierte Histone und die DNA-Histon-
Antikörper-Komplexe können mittels Protein-A-Agarose präzipitiert werden. Nach Revertierung der 
kovalenten Bindungen und Aufreinigung der DNA kann die kopräzipitierte DNA beispielsweise mittels 
qPCR quantifiziert werden. Durch Vergleich verschiedener biologischer Situationen oder durch 
Referenzierung mit internen Genpositionen kann so die relative Anreicherung einer bestimmten Modifikation 
analysiert werden. 
 
 
Für ChIP-Analysen wurden 200 µl Chromatin (2.2.2.2) 1:10 mit Puffer F (2.1.9) verdünnt. 
Anschließend wurden 40 µl Protein-A-Agarose (2.1.2) hinzugegeben und das Chromatin 
für 1 h bei 4°C unter konstanter Agitation vorgeklärt. Anschließend wurde die Protein-A-
Agarose pelletiert (2 min., 440 x g). Das Pellet wurde verworfen und der Überstand für die 
nachfolgende ChIP weiterverwendet. Dieser Schritt dient der Reduktion der 
Hintergrundpräzipitation, da für Protein-A-Agarose hochaffine Chromatinstücke so aus 
dem Reaktionsansatz entfernt werden. 
Jeweils 400 µl des Überstands wurden mit 30 µl Protein-A-Agarose und den 
entsprechenden Mengen des Antikörpers versetzt (Tabelle 2). Um später die 
Ausgangsmenge an Chromatin (AMC) zu bestimmen, welche als Referenz für die Mengen 
an präzipitiertem Material dient, wurden 40 µl jeder Chromatinpräparation entnommen und 
nicht modifiziert 
modifiziert 
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bis zur Revertierung der Quervernetzung bei 4°C gelagert. Zur Bestimmung des 
Hintergrunds wurde für jede ChIP-Analyse gegen modifizierte Histone, zusätzlich eine 
Präzipitation mit einem unverwandten Kontrollserum (2.1.7) durchgeführt. Dieses 
entstammt aus Kaninchen, welche gegen ein stärkemodifizierendes Enzym aus Kartoffeln 
immunisiert wurden und sollte nicht mit Maischromatin interagieren. Die Ansätze wurden 
für 2,5 h bei 4°C auf einem rotierenden Rad inkubiert. Die Pelletierung der Komplexe aus 
Protein-A-Agarose, Antikörper und Chromatin erfolgte durch Zentrifugation für 2 min. bei 
440 x g. Die Pellets wurden mit je 1 ml der ChIP-Waschpuffer „low salt“, „high salt“, 
„Lithiumchlorid“ sowie zweimal mit TE-Puffer (alle Waschpuffer siehe 2.1.9) für je 10 
min. auf einem rotierenden Rad gewaschen. Zur Revertierung der Quervernetzung wurde 
je 100 µl Puffer G (2.1.9) zu den Pellets sowie zum Aliquot zur Bestimmung der AMC 
hinzugegeben. Die Proben wurden für 5 min. gevortext, anschließend kurz zentrifugiert 
(5 min., 440 x g) und danach für mindestens 4,5 h bei 65°C inkubiert. Die in den Ansätzen 
freigesetzte DNA wurde mittels des „MSB-Spin-PCRapace“-Kits (2.1.4) nach den 
Angaben des Herstellers aufgereinigt und in 80 µl Elutionspuffer eluiert. 
Die Menge an präzipitiertem Material wurde im Folgenden mittels quantitativer PCR 
(2.2.5.2) bestimmt. 
2.2.8 Behandlung mit DOG, Zeatin und TSA 
Zur Behandlung mit Deoxyglucose (DOG), Zeatin oder Trichostatin A (TSA) wurden 
Maislaubblätter von 10-12 Tage alten Keimlingen ca. 1 cm oberhalb des Blattansatzes 
unter Wasser abgeschnitten. Dies verhindert das Eindringen von Luft in die Gefäße, 
welches eine Aufnahme der Substanzen in das Blatt durch den Transpirationssog 
erschwert. Die Blätter wurden anschließend für die in den jeweiligen Abbildungen 
beschriebenen Zeiten und Belichtungsbedingungen inkubiert. Die Lösungen enthielten 
entweder 300 µM Trichostatin A (2.1.2), oder 2-Deoxyglucose (2.1.2) (Konzentrationen, 
wie in den jeweiligen Abbildungen angegeben) in Kombination mit 5 µM Trans-Zeatin 
(2.1.2) und 16 mM KNO3 gelöst in Leitungswasser. Die Blätter für Experimente unter 
Stickstoffmangel wurden in Leitungswasser ohne Zeatin/KNO3 inkubiert. 2-Deoxglucose 
wurde vor jedem Versuch frisch in H2O gelöst. Zeatin wurde in 1N NaOH gelöst und bei 
-20°C gelagert. TSA wurde in Methanol gelöst und ebenfalls bei -20°C gelagert. 
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2.2.9  Statistische Methoden 
 
2.2.9.1 Mittelwert 
Als Mittelwert bezeichnet man verschiedene mathematisch definierte statistische 
Kenngrößen, die sich aus einer Reihe von Messwerten (beispielsweise einer Stichprobe) 
berechnen lassen. Aufgabe des Mittelwertes ist es, Aufschluss über den Durchschnittswert 
vorliegender Werte zu geben. Im Folgenden seien x1, x2, .... xn gegebene Messwerte, 
deren arithmetischer Mittelwert berechnet werden soll. So gilt: 
 
Formel 1: Berechnung des arithmetischen Mittelwerts X  
x = arithmetischer Mittelwert; xi = Einzelmesswert; n = Anzahl der Messwerte 
 
2.2.9.2 Standardabweichung 
Wird in der Statistik eine Auswertung über eine Menge von Werten benötigt, gibt die 
Standardabweichung  ein  sinnvolles  Maß  für  die  Streuung  um  den  arithmetischen 
Mittelwert  an.  Die in Formel 3 berechnete Standardabweichung gibt eine 
erwartungsgetreue Schätzung der Standardabweichung der Grundgesamtheit anhand einer 
Stichprobe wieder. 
 
 
 
Formel 2: Standardabweichung σ 
σ = Standardabweichung; xi = Einzelmesswert; n = Anzahl der Messwerte; x = arithmetischer Mittelwert 
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2.2.9.3 Standardfehler 
Der Standardfehler gibt die statistische Unsicherheit der Mittelwerte wieder und eignet 
sich, um die Qualität von Mittelwerten miteinander zu vergleichen. Er berechnet sich wie 
in Formel 2 angegeben.  
 
 
Formel 3: Standardfehler S 
S = Standardfehler; σX = Standardabweichung; n = Anzahl der Messwerte 
 
Werden zwei Mittelwerte xA und xB mit den Standardfehlern SA und SB durcheinander 
dividiert und es ergibt sich daraus der neue Mittelwert xC, so berechnet sich der neue 
Standardfehler nach (SA/xA + SB/xB) * xC. 
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3 Ergebnisse 
 
Eine wesentliche Rolle bei der Regulation eukaryotischer Genexpression spielt neben 
sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren die so genannte Chromatinkonfiguration, 
welche durch kovalente Histonmodifikationen, Chromatin-Remodelling und DNA-
Methylierung definiert wird. Besonders die reversible Acetylierung von Lysinresten der 
Histone H3 und H4 steht dabei im engen Zusammenhang mit der Transkriptionsaktivität 
von Promotoren. In der vorliegenden Arbeit wurde die Histonacetylierung am Gen für die 
C4-spezifische Isoform der Phosphoenolpyruvatcarboxylase (C4-Pepc) in Mais detailliert 
analysiert. Die Aktivität des C4-Pepc Promotors hängt in vielfältiger Weise von 
verschiedenen internen und externen Signalen ab. Neben der gewebsspezifischen 
Expression wird das Gen durch den Belichtungszustand sowie verschiedene metabolische 
Stimuli reguliert. Die Analyse der Histonacetylierung unter verschiedenen Kombinationen 
der oben genannten Reize ermöglicht somit eine Untersuchung der Zusammenhänge 
zwischen Promotoraktivität und Histonacetylierung. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden im Folgenden in drei Teilbereiche 
untergliedert. Zu Beginn werden die Resultate der Etablierung der 
Chromatinimmunopräzipitation (ChIP) in Mais vorgestellt. Der zweite Teil beschäftigt sich 
mit den grundsätzlichen Zusammenhängen zwischen Promotoraktivität, Belichtung und 
Acetylierung am C4-Pepc Gen. Es wurde analysiert, inwieweit die C4-Pepc 
Transkriptionsaktivität unter verschiedenen Belichtungszuständen moduliert wird und wie 
dies die Acetylierung beeinflusst. Ob Histonacetylierung alleine hinreichend zur 
Aktivierung des C4-Pepc Gens ist, wurde durch  pharmakologische Induktion der 
Hyperacetylierung untersucht. Aussagen über Ursache und Wirkungen von 
Promotoraktivität und Histonacetylierung wurden schließlich durch Experimente unter 
Stickstoffmangel sowie durch Untersuchungen an Bündelscheiden ermöglicht. 
Im letzten Abschnitt wird schließlich eine hochauflösende Analyse der einzelnen 
Acetylierungen am C4-Pepc Promotor präsentiert. Durch Vergleich der 
Acetylierungsmuster unter verschiedenen Belichtungsbedingungen, in verschiedenen 
Organen sowie nach metabolischer Repression der Transkription wurde analysiert, wie 
verschiedene Signale in Form von Histonacetylierungen auf dem C4-Pepc Promotor 
integriert werden. Inwieweit Histonacetyltransferasen und -deacetylasen differenziell zu 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE 
 
42
dieser Signalintegration beitragen, wurde abschließend durch pharmakologische Inhibition 
von Histondeacetylasen untersucht. 
 
3.1 Teil I – Etablierung eines Protokolls zur Chromatinimmuno-
präzipitation in Zea mays 
 
Chromatinimmunopräzipitation (ChIP) bezeichnet ein hochsensitives Verfahren zum 
sequenzspezifischen, antikörpervermittelten Nachweis von Chromatinproteinen. Generell 
werden zwei grundsätzliche Varianten der ChIP unterschieden. Native ChIP (nChIP) 
zeichnet sich durch das Fehlen einer initialen Formaldehydfixierung und durch 
enzymatische Fragmentierung des Chromatins aus. In der so genannten quervernetzenden 
ChiP (xChIP) wird vor der Chromatinisolation eine Formaldehyd-vermittelte 
Quervernetzung von DNA und DNA-assoziierten Proteinen durchgeführt. Dabei kommt es 
zur Ausbildung von kovalenten Bindungen zwischen verschiedenen Seitengruppen von 
DNA und Proteinen, aber auch zur Vernetzung von Proteinen untereinander (Orlando, 
2000). Das fixierte Chromatin kann nach der Aufreinigung mittels Ultraschallbehandlung 
fragmentiert werden. Durch den Einsatz spezifischer Antikörpern werden 
Chromatinfragmente, welche assoziiert mit bestimmten Proteinen oder modifizierten 
Histonen vorliegen, gezielt angereichert. Anschließend wird die Quervernetzung zwischen 
DNA und Proteinen durch eine Hitzebehandlung revertiert und die freigesetzte DNA kann 
aufgereinigt werden. Die kopräzipitierten DNA-Fragmente können z.B. mittels 
quantitativer PCR (qPCR) quantifiziert werden. Durch Vergleich verschiedener Zustände, 
Organe oder Gewebe miteinander oder durch Vergleich mit einer internen 
Referenzposition ist es im folgenden möglich, die Anwesenheit von Faktoren oder 
modifizierten Histone an definierten Chromatinpositionen gezielt nachzuweisen. 
Da zu Beginn dieser Arbeit nicht auf ein bestehendes Protokoll zur 
Chromatinimmunopräzipitation in Mais zugegriffen werden konnte, musste zunächst ein 
Protokoll für Arabidopsis auf die Bedingungen für Mais adaptiert werden. Dazu war es 
notwendig, verschiedene Parameter wie z.B. Art und Dauer der Formaldehydfixierung, 
Chromatinfragmentierung, sowie Pufferzusammensetzungen anzupassen. Im Folgenden 
werden wichtige Aspekte dieser Anpassung beispielhaft vorgestellt. Am Ende des ersten 
Abschnittes werden dann die ermittelten Bedingungen zusammengefasst. 
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Ein optimaler Vernetzungsgrad ist wesentlich für eine effiziente ChIP. Zur Bestimmung 
dieses Parameters wurde ein Verfahren nach Haring et al. (2007) genutzt. Bei zu geringer 
Quervernetzung ist eine Hitzebehandlung zur Herauslösung der DNA aus dem Chromatin 
nicht notwendig. Zu hohe Quervernetzung führt dagegen dazu, dass eine Hitzebehandlung 
zur Freisetzung der DNA nicht ausreichend ist und diese mit den assoziierten Proteinen 
während einer Phenol-Chloroform Extraktion abgetrennt wird. Abbildung 7 zeigt 
beispielhaft den Einfluss der Stärke der Formaldehydfixierung auf die Effizienz der DNA-
Extraktion. Zur Bestimmung des optimalen Vernetzungsgrades wurden Maislaubblätter in 
Puffer A (2.1.9) mit unterschiedlichen Formaldehydkonzentrationen infiltriert (2.2.2.2). 
Nach Abstoppen der Quervernetzungsreaktion und Aufreinigung des Chromatins wurde 
anschließend eine Revertierung der Quervernetzungen entweder durchgeführt (+RQ) oder 
nicht durchgeführt (-RQ). Die Abbildung zeigt, dass ohne Formaldehyd (Spuren 1 und 4) 
sowohl mit als auch ohne RQ DNA isoliert werden konnte. Es sind deutliche Signale in 
Höhe von ca. 11000 bp erkennbar. Mit ansteigender Formaldehydkonzentration (weiße 
Dreiecke) erkennt man, wie in den –RQ-Ansätzen, die Signalstärke stark abnimmt (Spur 
5). Mit RQ (Spur 2) ist dagegen weiterhin ein deutliches Signal erkennbar. Mit weiter 
ansteigender Formaldehydkonzentration ist ohne RQ kein DNA-Signal mehr erkennbar 
(Spur 6) und ein nur geringes Signal kann im +RQ Ansatz (Spur 3) beobachtet werden. Die 
Abbildung zeigt somit, dass die Konzentration an Formaldehyd die Menge an isolierbarer 
DNA beeinflusst.  
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Abbildung 7: Einfluss der Formaldehydfixierung auf die Effizienz der DNA-Isolierung 
Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von extrahierter DNA aus Chromatin nach 
elektrophoretischer Auftrennung (2.2.3) in einem 2 %-igen (w/v) Agarosegel in 1 x TAE-Puffer. Vor dem 
Auftragen wurden die Proben mit 0,2 Volumen Ladepuffer versetzt. M = Größenstandard λ/PstI. Weiße 
Dreicke = zunehmende Formaldehydkonzentration. (+) = Revertierung der Quervernetzung wurde 
durchgeführt. (-) = Revertierung der Quervernetzung wurde nicht durchgeführt. 
 
Das gezeigte Verfahren wurde im Weiteren dazu benutzt, den Einfluss der 
Formaldehydkonzentration auf die Effizienz der DNA-Isolation für verschiedene 
Belichtungszustände und Gewebe zu untersuchen. 
Abbildung 8 zeigt beispielhaft die Ermittlung der optimalen Formaldehydkonzentration in 
unterschiedlich belichteten Laubblättern und in Wurzeln. Bei verschiedenen 
Formaldehydkonzentrationen wurde entweder eine Revertierung der Quervernetzung 
durchgeführt (+) oder nicht durchgeführt (-). Wie zu erkennen unterscheidet sich bei 
niedriger Formaldehydkonzentration die Menge an isolierter DNA zwischen den (+)  und 
(-) Ansätzen kaum voneinander (Spuren 2-3, 12-13, 22-23). Mit ansteigender 
Formaldehydkonzentration sind  in den Ansätzen ohne Revertierung der Vernetzung (-) auf 
der Höhe der obersten Markerbande keine Signale zu erkennen (Spuren 5, 15 und 25). 
Demgegenüber lässt sich aus allen gezeigten Geweben und Belichtungszuständen mit 
Revertierung der Quervernetzung (Spuren 4, 14 und 24) bei dieser 
Formaldehydkonzentration DNA isolieren. Ein weiterer Anstieg der 
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Formaldehydkonzentration zeigt in allen Situationen zunächst eine Steigerung der 
Signalstärke im (+) Ansatz. Bei noch weiterer Erhöhung nimmt die beobachtete 
Signalstärke zuerst im belichteten Laubblatt (Spur 8 und Spur 10) und dann auch im 
etiolierten Laubblatt (Spur20) und in der Wurzel (Spur 30) trotz Revertierung der 
Quervernetzung stark ab. 
 
belichtetes
Laubblatt
etioliertes
Laubblatt
Wurzel
+  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐ +  ‐M M
5 10 15 20 25 30Spur  
Abbildung 8: Bestimmung der optimalen Formaldehydkonzentration 
Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von extrahierter DNA aus Chromatin nach 
elektrophoretischer Auftrennung (2.2.3) in einem 2 %-igen (w/v) Agarosegel in 1 x TAE-Puffer. Vor dem 
Auftragen wurden die Proben mit 0,2 Volumen Ladepuffer versetzt. M = Größenstandard λ/PstI. Weiße 
Dreicke = zunehmende Formaldehydkonzentration. (+) = Revertierung der Quervernetzung wurde 
durchgeführt. (-) = Revertierung der Quervernetzung wurde nicht durchgeführt. 
 
Aus der Abbildung kann man somit entnehmen, dass es einen bestimmten 
Konzentrationsbereich an Formaldehyd gibt in dem eine optimale Fixierung des 
Chromatins erreicht wird. Unter und oberhalb dieses Bereiches ist die Fixierung entweder 
unvollständig oder zu stark. Das daraus resultierende Chromatin ist nicht für die 
Chromatinimmunopräzipitation geeignet. Des Weiteren kann bei zu niedriger 
Formaldehydkonzentration eine unerwünschte partielle Degradation des Chromatins 
beobachtet werden (Abbildung 8, Spuren 2-5, 14-16 und 24-26). Dieses Verhalten wurde 
bei den nachfolgenden Analysen berücksichtigt. Neben dem hier gezeigten Einfluss der 
Formaldehykonzentration auf die Effizienz der Quervernetzung sind weitere Parameter, 
wie z.B. die Ausgangsmenge des zu fixierenden Gewebes, die Dauer und Art der Fixierung 
(mit oder ohne Vakuum) und die Größe des Materials entscheidend. Die für die jeweiligen 
Zustände und Gewebe ermittelten konkreten Vernetzungsbedingungen sind in Tabelle 9 
am Ende dieses Abschnitts zusammengefasst. 
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Neben der im vorherigen Abschnitt beschriebenen, optimalen Fixierung ist eine 
vollständige Revertierung der Quervernetzung notwendig, um eine größtmögliche 
Ausbeute an DNA-Fragmenten für die nachfolgende ChIP-Analyse zu erhalten. Die 
Auflösung der Quervernetzung wird mittels Hitzebehandlung in einem Salz- und SDS-
haltigem Puffer (2.2.7) durchgeführt. Es besteht dabei die Möglichkeit, entweder mit einer 
hohen Temperatur für einen kurzen Zeitraum oder mit einer geringeren Temperatur für 
einen längeren Zeitraum, die formaldehydinduzierten kovalenten DNA-Protein-Bindungen 
wieder aufzulösen. Bei der ersten Variante wird das Probengemisch mit Salz- und SDS-
haltigem Puffer versetzt und anschließend für 15 Minuten bei 100°C erhitzt (K-Variante). 
Das zweite Verfahren (L-Variante) hingegen wendet eine geringere Temperatur (65°C) für 
einen Zeitraum von mindesten 4h an. Abbildung 9 zeigt den Einfluss von Temperatur und 
Dauer der Revertierungsreaktion auf die Effizienz der DNA-Isolation. Laubblätter wurden 
dazu mit unterschiedlichen Formaldehydkonzentrationen infiltriert (2.2.2.2). Zur Kontrolle 
wurde in einem Ansatz vor der DNA-Aufreinigung keine Revertierungsreaktion 
durchgeführt (-). Bei geringer Formaldehydkonzentration (Spuren 2-4) ist zu erkennen, 
dass die Signale in den Ansätzen ohne Revertierungsreaktion (Spur 2) und nach der L-
Variante (Spur 4) vergleichbare Signalintensitäten aufweisen, wohingegen in der K-
Variante ein deutlich schwächeres Signal zu beobachten ist. Bei Erhöhung der 
Formaldehydkonzentration (Spuren 5-7) ist ohne Revertierungsreaktion keine DNA 
isolierbar  (Spur  5). Die höchste Ausbeute wird im L-Ansatz (Spur 7) erzielt. Bei weiterer 
Erhöhung der Formaldehydkonzentration  zeigen nur die L-Ansätze deutliche Signale. Bei 
der höchsten Konzentration ist auch in den L-Ansätzen keine distinkte Signalbande mehr 
zu erkennen. 
Insgesamt ist aus der Abbildung ersichtlich, dass die Revertierung der Quervernetzung am 
effizientesten bei 65°C für 4h (L-Ansätze) abläuft. Über einen weiten 
Konzentrationsbereich kommt es zur vollständigen Revertierung der Quervernetzung, 
erkennbar durch den Vergleich der Signalintensitäten in der Spur 2 (ohne Quervernetzung) 
mit den Spuren 7 und 10. Erst bei weiterer Erhöhung der Formaldehydkonzentration 
kommt es zur Abnahme der Signalintensität, welches darauf hindeutet, dass die 
Quervernetzungen auch in den L-Ansätzen nicht mehr vollständig revertierbar sind. 
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Abbildung 9: Einfluss der Revertierungsmethode auf die Effizienz der DNA-Isolation 
Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von extrahierter DNA aus Chromatin nach 
elektrophoretischer Auftrennung (2.2.3) in einem 2 %-igen (w/v) Agarosegel in 1 x TAE-Puffer. Vor dem 
Auftragen wurden die Proben mit 0,2 Volumen Ladepuffer versetzt. M = Größenstandard λ/PstI. Weißes 
Dreieck = zunehmende Formaldehydkonzentration. (-) = Revertierungsreaktion wurde nicht durchgeführt. K 
= Revertierung wurde für 15 min. bei 100°C durchgeführt. L = Revertierung wurde für 4h bei 65°C 
durchgeführt. M = Größenstandard λ/PstI. 
 
Neben den in den vorherigen Abbildungen gezeigten Fixierungs- und 
Revertierungsbedingungen stellt die Fragmentierung des Chromatins einen weiteren 
wesentlichen Parameter für ChIP-Analysen dar. Die Größe der Chromatinfragmente 
bestimmt einerseits die theoretische Auflösungsgrenze der ChIP-Analyse. Des Weiteren 
wird das Chromatin durch die bei der Ultraschallfragmentierung auftretenden 
mechanischen Belastungen sowie die Hitzeentwicklung möglicherweise in seiner 
strukturellen Integrität beeinträchtigt. Die optimale Chromatinfragmentierung wurde 
deshalb vor Beginn der eigentlichen Analysen bestimmt. Abbildung 10 zeigt beispielhaft 
den Einfluss der Fragmentierungsdauer auf die Größe der erhaltenen DNA-Fragmente. In 
Spur 1 ist ohne Ultraschallfragmentierung (-) eine distinkte Bande in Höhe von ca. 11000 
bp erkennbar. Nach 10 Pulsen Ultraschallbehandlung (Spur 2) (2.2.2.2) ist diese distinkte 
Signalbande nicht mehr zu erkennen. Es entstehen Fragmente mit einer Durchschnittsgröße 
von ca. 5000 bp. Bei 2x10 Pulsen Ultraschallbehandlung (Spur 3) ist eine deutliche 
Reduktion der durchschnittlichen Fragmentgröße auf ca. 800 bp bis 1700 bp erkennbar. 3x 
10 Pulse (Spur 4) und 4x 10 Pulse führen zu einer weiteren Reduktion der 
Fragmentgrößen, die in Spur 5 schließlich ca. 400 bp beträgt. Da wie in der Abbildung zu 
erkennen ist, auch Fragmente entstehen, die kleiner als 200 bp sind und davon auszugehen 
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ist, dass sich auf ihnen kein Nukleosom befindet kann, wurde auf eine noch stärkere 
Fragmentierung verzichtet und somit die optimale Ultraschallfragmentierung auf 5x 10 
Pulse festgelegt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Ultraschallfragmentierung von Chromatin 
Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von extrahierter DNA aus Chromatin nach 
elektrophoretischer Auftrennung (2.2.3) in einem 2 %-igen (w/v) Agarosegel in 1 x TAE-Puffer. Vor dem 
Auftragen wurden die Proben mit 0,2 Volumen Ladepuffer versetzt. M = Größenstandard λ/PstI. (-) = 
Ultraschallfragmentierung wurde nicht durchgeführt. Ansteigende Dreiecke symbolisieren eine steigende 
Anzahl von Ultraschallpulsen (siehe Text). +SDS = Fragmentierungspuffer enthält SDS. -SDS = 
Fragmentierungspuffer enthält kein SDS. 
 
 
Detergenzien im Fragmentierungspuffer, wie z.B. Natrium-Dodecylsulfat (SDS), sind 
einerseits notwendig, um die Löslichkeit von Chromatin zu gewährleisten (Solomon et al., 
1988), andererseits kann SDS in höheren Konzentrationen Antigenepitope verändern und 
Antikörper denaturieren. Aus diesem Grund muss die SDS-haltige, ultraschallfragmentierte 
Chromatinlösung vor Zugabe der Antikörper stark verdünnt werden (2.2.7). Da diese 
Verdünnung die nachfolgende Quantifizierung erschwert, wurde versucht, auf SDS im 
Fragmentierungspuffer zu verzichten. Abbildung 10 zeigt, dass ohne Zusatz von SDS eine 
ausreichende Fragmentierung nicht möglich ist (-SDS, Spuren 6-9). Bei gleicher 
Fragmentierungsintensität sind die kleinsten erhaltenen Fragmente mit einer 
Durchschnittsgröße von ca. 800 bp -1700 bp (Spur 9) zu groß für eine hochauflösende 
(‐) M
11000 bp
1700 bp
805 bp
339 bp
+SDS ‐SDS
Spur 5 10
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE 
 
49
ChIP-Analyse. In den folgenden Analysen konnte deshalb nicht auf den Einsatz von SDS 
im Fragmentierungspuffer verzichtet werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Einfluss der DNA Aufreinigungsmethode auf die ChIP-Effizienz 
Dargestellt ist das Ergebnis einer ChIP-Analyse (2.2.7) für den C4-Pepc-Promoter (Position -200 bp, siehe 
3.2.1). Chromatin aus belichteten Laubblättern wurde mit Antikörpern gegen hyperacetyliertes Histon H4 (A) 
bzw. gegen ein invariantes, c-terminales Epitop von Histon H3 (H3C) (B) präzipitiert. Zusätzlich wurde ein 
Aliquot der Ausgangsmenge (Input) quantifiziert (C). (S) = DNA-Aufreinigung mittels Invitek Repace PCR-
Purification Kit. (P) = DNA-Aufreinigung mittels Phenol/Chloroformextraktion. Werte sind angegeben als 
Prozent von (S). Jeder Datenpunkt beruht auf 2 unabhängigen Experimenten. Senkrechte Balken 
repräsentieren die jeweiligen Standardfehler.  
 
Zu Beginn dieser Arbeit war eine Aufreinigung von DNA aus präzipitiertem Chromatin 
lediglich mittels Phenol/Chloroformextraktion beschrieben. Diese Methode ist vor allem 
für Analysen mit hoher Probenanzahl ungeeignet. Es wurde deshalb im Folgenden 
versucht, eine alternative  Methode zu etablieren. Abbildung 11 zeigt beispielhaft den 
Vergleich zwischen zwei verschiedenen Aufreinigungsmethoden. Chromatin wurde aus 
belichteten Laubblättern isoliert und mit denen in der Abbildung gezeigten Antikörpern 
präzipitiert (2.2.7). Die Ansätze wurden anschließend geteilt und entweder mittels 
Phenol/Chloroform-Extraktion (P) oder mit dem auf der Affinität von DNA zu Silikat-
Matrices beruhenden “PCR-Repace PCR-Purification Kit” der Firma Invitek (2.1.4) 
aufgereinigt (S). Auf dieselbe Weise wurde auch ein Aliquot des Ausgangsmaterial (Input) 
behandelt. Die isolierte DNA wurde anschließend mittels real-time PCR quantifiziert. 
Wie aus der Abbildung zu erkennen, ist die Effizienz der Quantifizierung nach 
Aufreinigung mit dem kommerziellen Reaktionskit in allen gezeigten Situationen deutlich 
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erhöht gegenüber der Aufreinigung mittels Phenol/Chloroform-Extraktion. Für die 
weiteren Analysen wurde deshalb standardmäßig DNA aus Chromatinimmuno-
präzipitationen mittels des gezeigten Kits aufgereinigt. 
In den vorhergehenden Abbildungen wurden die zur Etablierung der ChIP in Mais 
verwendeten Methoden beispielhaft vorgestellt. In den folgenden Tabellen werden nun die 
ermittelten Parameter  aufgeführt. Eine genaue experimentelle Beschreibung findet sich im 
Material- und Methodenteil. Tabelle 9 zeigt eine Übersicht über die 
Fixierungsbedingungen in unterschiedlichen Geweben. Während die Formaldehyfixierung 
in Laubblättern am effizientesten mittels Vakuuminfiltration durchgeführt wird, müssen 
Wurzeln und Koleoptilen wegen fehlender luftgefüllter Interzellularen für die 
Quervernetzungsreaktion in ca. 5 mm kleine Stücke zerkleinert werden. Die 
Fixierungsreaktion in diesen Geweben wird bei 4°C unter ständiger Agitation 
durchgeführt. Es wurde zudem empirisch ermittelt, dass Ausgangsmengen von 3 g 
Laubblättern, 6 g Laubblättern vor enzymatischen Verdau zur Bündelscheidenpräparation, 
6 g Koleoptilen bzw. 12 g Wurzeln quantitativ sowie von ihrem Vernetzungsgrad 
vergleichbare Chromatine ergeben.  Unter den beschriebenen Konditionen und 
Materialmengen eignete sich für alle untersuchten Gewebe eine Formaldehykonzentration 
von 3% (v/v) im Fixierungspuffer. 
 
Tabelle 9: Übersicht über die ermittelten Fixierungsbedingungen in unterschiedlichen Geweben. 
Menge = notwendige Ausgangsmenge des entsprechenden Gewebes (Frischgewicht) um eine zu aus 3g 
Laubblättern vergleichbare Menge an isoliertem Chromatin zu erhalten. Vakuum = zur Infiltration des 
formaldehyhaltigen Puffers wurde eine Vakuumbehandlung durchgeführt. Dauer = Dauer der 
Formaldehyfixierung in Minuten. Zerkleinert = Gewebe wurde vor der Fixierung in ca. 5 mm große Stücke 
zerkleinert. [HCOH] = Formaldehykonzentration im Quervernetzungspuffer. Temp. = Temperatur bei der die 
Fixierung durchgeführt wurde. R.T. = Raumtemperatur. 
 
Material Menge Vakuum Dauer Zerkleinert [HCOH] Temp. 
Laubblätter 3 g (1X) + 5 - 3% R.T. 
Bündelscheiden 6 g (2X) + 5 - 3% R.T. 
Koleoptilen 6 g (2X) - 10 + 3% 4°C 
Wurzeln 12 g (4X) - 10 + 3% 4°C 
 
Neben den hier gezeigten Fixierungsbedingungen mussten weitere Parameter für die ChIP 
optimiert werden, da das zur Verfügung stehende Protokoll von Bowler et al. (2004) für 
Arabidopsis eine zu geringe Menge an präzipitiertem Chromatin sowie ein unzureichendes 
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Signal-Hintergrund-Verhältnis in Mais lieferte. Neben der Anpassung der Ausgangsmenge 
zeigte sich vor allem, dass die für Arabidopsis verwendete Formaldehydkonzentration von 
1% nicht ausreichend zur effizienten ChIP in Mais war (Tabelle 10). Eine Erhöhung der 
Konzentration auf 3% brachte eine wesentliche Verbesserung der Präzipitationseffizienz. 
Die Effizienz der DNA-Isolation konnte signifikant durch ein verändertes DNA-
Aufreinigungsprotokoll (siehe auch Abbildung 11) sowie durch ein abgewandeltes 
Protokoll zur Revertierung der Quervernetzungen gesteigert werden. Das Signal-
Hintergrund-Verhältnis wurde durch zusätzliches Absättigen der Protein A-Agarose mit 
BSA verbessert. Die Reproduzierbarkeit der ChIP-Experimente konnte durch einen 
Wechsel der Vakuuminfiltrationsmethode erhöht werden. Statt eines kontinuierlichen 
Vakuums für 10 Minuten wurde ein diskontinuierliches Vakuum für 2,5 Minuten 
verwendet. Es erfolgte dann eine weitere Inkubation für 2,5 Minuten ohne Vakuum. 
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Tabelle 10: Übersicht über die angepassten Parameter zu Chromatinimmunopräzipitation in Mais. 
Parameter = angepasster Parameter. Arabidopsis =  In Bowler et al. (2004) beschriebener Parameter zur ChIP 
in Arabidopsis. Mais = Für diese Arbeit angepasster Parameter. Menge = Notwendige Menge an 
Blattmaterial (Frischgewicht) zur ChIP. [HCOH] = Konzentration an Formaldehyd zur Quervernetzung von 
Chromatin. Aufreinigung = Aufreinigung der DNA nach Revertierung der Quervernetzungen (RQ). Vakuum 
= Art der Vakuuminfiltration. Phe./Chl. = Phenol/Chloroform-Extraktion. Kont. = kontinuierlich. diskont. = 
diskontinuierlich. BSA = Bovines Serum-Albumin. Präz.-Effizienz = Präzipitationseffizienz. DNA-Isol.-
Effiz. = DNA-Isolations-Effizienz. Hintergrundpräz. = Hintergrundpräzipitation. 
 
Parameter Arabidopsis Mais Beeinflusst Wirkung
Menge 1,5g 3g Präz.-Effizienz + 
[HCOH] 1% 3% Präz.-Effizienz + + + 
Aufreinigung Phe./Chl. Silika-Säule DNA-Isol.-Effiz. + + 
RQ 3 Schritt 1 Schritt DNA-Isol.-Effiz. + 
Vakuum 10 min. kont. 
2,5 min. 
diskont. 
Reproduzierbarkeit + 
Absättigung der 
Protein A-
Agarose 
Heringssperma 
 
Heringssperma 
BSA 
Hintergrundpräz. 
 
+ 
 
Die vorgestellten Anpassungen ermöglichten es, Chromatinimmunopräzipitationen in Mais 
durchzuführen.  Im folgenden Abschnitt wurde die hier etablierte Methode angewandt, um 
die Histonacetylierung am C4-spezifischen Pepc Promotor zu analysieren. 
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3.2 Teil II – Einfluss der Promotoraktivität und der Belichtung von 
Blättern auf den Acetylierungszustand des C4-Pepc Promotors 
 
3.2.1 Belichtungsabhängige Histonacetylierung am C4-Pepc Promoter 
 
Die Transkripte der C4-spezifischen Phosphoenolpyruvatcarboxylase (C4-Pepc) in Mais 
akkumulieren in etiolierten Pflanzen in nur sehr geringem Maße, wohingegen eine starke 
Transkriptakkumulation in belichteten Pflanzen beobachtet werden konnte (Sheen, 1999).  
Dieser Befund legt die Schlussfolgerung nahe, dass die Aktivität des C4-Pepc Promoters 
primär lichtreguliert ist. Ob tatsächlich eine veränderte Promotoraktivität für die veränderte 
Transkriptmenge verantwortlich ist, wurde im Folgenden mittels quantitativer-, reverser 
transkriptions-PCR (qRT-PCR) untersucht. Dazu wurden heterogene nukleäre RNAs 
(hnRNAs) sowie „messenger“-RNAs (mRNAs) des C4-Pepc Gens quantifiziert. hnRNAs, 
auch als primäre Transkripte bezeichnet, werden bereits während des 
Transkriptionsvorgangs prozessiert und sind somit nur unmittelbar nach ihrer Bildung 
nachweisbar. Ihre Häufigkeit ist deshalb ein guter Indikator für die tatsächliche 
Promotoraktivität. Die Häufigkeit von mRNA hängt hingegen auch von 
posttranskriptionellen Mechanismen, wie z.B. erhöhter oder verminderter Stabilität ab 
(Elferink und Reiners, 1996; Delany, 2001; Reed, 2003). 
Wie in Abbildung 12B zu erkennen, ist sowohl die Häufigkeit der C4-Pepc hnRNAs als 
auch der mRNAs in belichteten gegenüber etiolierten Blättern deutlich gesteigert. Der 
Anstieg der quantifizierten hnRNAs nach Belichtung ist ca. um den Faktor acht erhöht, die 
mRNA-Häufigkeit steigert sich um ca. das Fünffache.  In beiden Situationen ist das 
Verhältnis der Häufigkeit von hnRNA zu mRNA vergleichbar (ca. 500x mehr mRNA als 
hnRNA). Beide Befunde weisen somit darauf hin, dass die lichtabhängige Akkumulation 
von Transkripten tatsächlich primär auf der Ebene der Promotoraktivität kontrolliert wird. 
In den nachfolgenden Analysen wurde deshalb die Quantifizierung von hnRNA als 
stellvertretendes Maß für Promotoraktivität angewendet. 
Zur Analyse möglicher Zusammenhänge zwischen der Aktivitätsänderung des C4-Pepc 
Promotors und einer Acetylierungsänderungen des C4-Pepc Chromatins wurden im 
Folgenden Chromatinimmunopräzipitationen durchgeführt. Dazu wurden parallel zum 
Zeitpunkt der Probennahme für die Transkriptionsmessungen, DNA und 
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Proteinbestandteile des Chromatins durch den Einsatz von Formaldehyd (HCOH) 
quervernetzt (2.2.2.2). Nach Isolation und Fragmentierung des Chromatins wurde mittels 
spezifischer Antikörper gegen acetyliertes Histon H3 und acetyliertes Histon H4 sowie 
einem weiteren Antikörper, der spezifisch tri- und tetraacetylierte Isoformen von Histon 
H4 (H4Hyp) erkennt, Präzipitationen durchgeführt. Nach Revertierung der Quervernetzung 
durch Hitzebehandlung wurde die kopräzipitierte DNA aufgereinigt und mittels qPCR 
quantifiziert (2.2.5.2). 
Abbildung 12A zeigt eine Übersicht des C4-Pepc Locus sowie die Lage der in der qPCR 
verwendeten Primersysteme. Es wurde zwei Positionen im distalen und proximalen 
Promotorbereich (-1300 bp, -200 bp), drei Positionen in der transkribierten Region (+450 
bp, +1900 bp und +4300 bp) sowie eine intergenische Position, ca. 400 bp hinter dem 
vorhergesagten Polyadenylierungssignal (+5900 bp) amplifiziert. Die Daten wurden 
korrigiert, indem zunächst die Signale, die bei der Verwendung eines Kontrollserums 
(Negativkontrolle, siehe 2.1.7) quantifiziert wurden, von den Messwerten abgezogen 
wurden. Des Weiteren erfolgte eine Normalisierung auf die eingesetzte Menge an 
Chromatin zu Beginn der ChIP (2.2.7), um Variationen zwischen den verschiedenen 
Chromatinpräparationen zu kompensieren. 
Abbildung 12C vergleicht die gemessenen Mengen an präzipitiertem Chromatin mit den 
entsprechenden Antikörpern aus etiolierten und belichteten Laubblättern. Die 
Präzipitationseffizienz (dargestellt als Prozent der Ausgangsmenge an Chromatin vor der 
Präzipitation,  AMC)  zwischen den verschiedenen acetylierungsspezifischen Antikörpern 
variiert, wohingegen das beobachtete Profil über die verschiedenen Positionen relativ 
konstant ist. In etiolierten Pflanzen war das mit den acetylierungsspezifischen Antikörpern 
gemessene Signal an der Grenze der Detektierbarkeit. In belichteten Pflanzen konnte 
dagegen ein klarer Anstieg in der Acetylierung auf beiden Promotorpositionen sowie in der 
transkribierten Region beobachtet werden. Auf der intergenischen Position (+5900 bp) 
wurde nach Belichtung lediglich ein sehr geringer Anstieg der Acetylierung gemessen. 
Verglichen mit dem Promotor und der übrigen transkribierten Region ist ein deutlich 
geringerer Anstieg im 5’-Bereich der transkribierten Region (+450 bp) zu erkennen. Dieses 
Ergebnis konnte mit einem zweiten, unabhängigen Primersystem reproduziert werden 
(Daten nicht gezeigt). Es ist somit nicht davon auszugehen, dass es sich bei diesem 
Resultat um ein Artefakt, resultierend aus unterschiedlicher Effizienz der verwendeten 
PCR-Systeme, handelt. Neben den  drei gezeigten,  acetylierungsspezifischen Antikörpern 
wurde das Experiment ebenfalls mit einem Antikörper gegen eine invariante, c-terminale 
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Domäne von Histon H3 (H3C) durchgeführt. Das zugrunde liegende Epitop unterliegt 
keinerlei posttranslationaler Modifikationen und das gemessene Signal kann deshalb als 
Indikator für die Nukleosomendichte an einer bestimmten Chromatinposition 
herangezogen werden (Pokholok et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: Lichtinduzierte Veränderung der Transkriptionsaktivität und der Histonacetylierung. 
(A) Übersicht über die mittels real-time PCR amplifizierten Regionen. Die Primersysteme -1300 bp, -200 bp, 
+450 bp, +1900 bp, +4300 bp und +5900 bp wurden zur Quantifizierung des präzipitierten Materials 
verwendet. Die Sequenz der zugehörigen Primersysteme findet sich in Tabelle 4. Rechtecke symbolisieren 
Exons. TIS = Transkriptionsinitiationsstelle. Poly A = putative Polyadenylierungssequenz. Zahlen 
repräsentieren Abstände gemessen in Basenpaaren. (B) Quantifizierung der C4-Pepc hnRNA Synthese sowie 
mRNA Akkumulation in etiolierten und grünen Maisblättern. Etioliert = Maiskeimlinge wurden für 10 bis 12 
Tage in völliger Dunkelheit angezogen. Belichtet = Maiskeimlinge wurden im diurnalen Rhythmus von 16h 
Licht und 8h Dunkelheit für 10  bis 12 Tage angezogen. Die Probennahme fand 4h nach Beginn der letzten 
Belichtungperiode statt. Zahlen sind angegeben als Moleküle hnRNA (schwarze Säulen) oder mRNA (graue 
Säulen) pro 50 µg Blattmaterial. hnRNA wurde aus cDNA mittels intronspezifischer Primer amplifiziert 
(System +4300 bp). mRNA wurde mit einem intron-überspannenden Primersystem amplifiziert (2.1.10). 
Eine Verdünnungsreihe von PCR-Produkt mit bekannter Konzentration wurde als Standard für die real-time 
Quantifizierung verwendet. (C) Histonacetylierung am C4-Pepc Gen. Dargestellt sind die Mengen an 
präzipitiertem Chromatin mit Antikörpern spezifisch für hyperacetyliertes Histon H4 (H4Hyp), acetyliertes 
Histon H3 (H3ac), acetyliertes Histon H4 (H4ac) und ein invariantes, c-terminales Epitop von Histon H3 
(H3C) aus belichtetem (schwarze Balken) und etioliertem (graue Balken) Blattmaterial. Die Zahlen geben die 
Mengen an Präzipitat im Verhältnis zur Ausgangsmenge an Chromatin vor der Präzipitation (AMC) an. Alle 
Datenpunkte basieren auf mindestens drei unabhängigen Experimenten und wurden zusätzlich als 
technisches Duplikat durchgeführt. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
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Wie in Abbildung 12C zu erkennen, erzeugt dieser Antikörper im Promoterbereich eine 
geringere Signalstärke als in der transkribierten- und der intergenischen Region. Dieser 
Effekt ist unabhängig vom Belichtungszustand und damit unabhängig von der 
Transkriptionsaktivität. 
Aus den gezeigten Beobachtungen lässt sich somit schlussfolgern, dass das niedrige 
Niveau an Transkription, welches in etiolierten Blättern beobachtet wird, nicht von 
Histonacetylierung abhängig ist. Nach Belichtung wird das Chromatin des C4-Pepc Gens 
stark acetyliert. Diese Veränderungen betreffen sowohl Histon H3 als auch Histon H4 und 
sind auf den Genbereich beschränkt. Der Promotorbereich weist zusätzlich gegenüber der 
transkribierten Region eine reduzierte Nukleosomendichte auf, welche nicht durch den 
Belichtungs- und Acetylierungsstatus beeinflusst wird. 
 
 
3.2.2 Modulation der C4-Pepc Transkriptionsaktivität und Histon-
acetylierung unter verschiedenen Belichtungszuständen 
 
Wie in der vorherigen Abbildung gezeigt wurde, konnte ein lichtinduzierter Anstieg der 
Histonacetylierung am C4-Pepc Gen nachgewiesen werden. Der genauere Zusammenhang 
zwischen Veränderung der Transkriptionsaktivität und Histonacetylierung unter 
verschiedenen Belichtungsbedingungen wurde im Folgenden näher analysiert. Abbildung 
13A zeigt die quantifizierten Mengen an C4-Pepc hnRNA und mRNA unter verschiedenen 
Belichtungsbedingungen. Abbildung 13B zeigt dazu den korrespondierenden Grad an 
Histon H4 Hyperacetylierung am proximalen Promoter (-200 bp). Wie bereits in der 
vorherigen Abbildung gezeigt, konnte in Pflanzen die nie belichtet wurden (etioliert), eine 
geringe Promoteraktivität sowie niedrige Histon H4 Hyperacetylierung festgestellt werden. 
Die Belichtung etiolierter Pflanzen für einen Zeitraum von 12h (ergrünend) führte zu 
einem Anstieg der Transkriptionsaktivität bis auf die Hälfte des Niveaus in voll 
belichteten, grünen Pflanzen. Zu diesem Messzeitpunkt wurde bereits maximale H4 
Hyperacetylierung erreicht. In weiteren Experimenten wurden bereits voll belichtete 
Pflanzen für unterschiedliche Zeiträume verdunkelt. Nach 8 stündiger Dunkelheit (8h 
reetioliert), welches dem Ende der natürlichen Dunkelperiode entspricht, konnte 
überraschenderweise kein signifikanter Abfall in der Transkriptionsaktivität beobachten 
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werden. Auch der korrespondierende Grad an H4 Hyperacetylierung blieb vergleichbar 
zum belichteten Zustand. Erst eine verlängerte Dunkelperiode von 56h (56h reetioliert) 
führt zu einer signifikanten Reduktion sowohl der Promoteraktivität als auch der H4 
Hyperacetylierung.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: Korrelation zwischen Histonacetylierung und lichtinduzierter Promoteraktivität 
Etioliert = Maiskeimlinge wurden für 10 – 12 Tage in vollkommener Dunkelheit angezogen. Ergrünend = 
etiolierte Pflanzen, die für 12h konstanter Belichtung ausgesetzt wurden. Belichtet = Pflanzen wurden im 
normalen Tag-Nacht Rhythmus von 16h Belichtung und 8h Dunkelheit angezogen und 4h nach Beginn der 
letzten Belichtungsperiode geerntet. 8h reetioliert = grüne Pflanzen wurden am Ende der natürlichen 
Dunkelperiode von 8h geerntet. 56h reetioliert = belichtete Pflanzen, welche für 56h in die Dunkelheit 
versetzt wurden. 56h reetioliert +4h L = für 56h verdunkelte Pflanzen, welche anschließend für 4h belichtet 
wurden. (A) Quantifizierung der C4-Pepc hnRNA Synthese und mRNA Akkumulation. Die Zahlen geben die 
Anzahl der quantifizierten Moleküle hnRNA (schwarze Säulen) oder mRNA (graue Säulen) pro 50 µg 
Blattmaterial an. hnRNA wurde aus cDNA mittels intronspezifischer Primer amplifiziert (System +4300 bp). 
mRNA wurde mit einem Primersystem amplifiziert das ein Intron überspannt (2.1.10). Eine 
Verdünnungsreihe von PCR-Produkt mit bekannter Konzentration wurde als Standard für die real-time 
Quantifizierung verwendet. Die Transkriptionsdaten für etiolierte und grüne Pflanzen sind Abbildung 12 
entnommen. (B) Histon H4 Hyperacetylierung am C4-Pepc Promoter quantifiziert an der Position -200 bp. 
N.D = Datenpunkt wurde nicht bestimmt. Die Zahlen geben die Mengen an Präzipitat im Verhältnis zur 
Ausgangsmenge an Chromatin vor der Präzipitation (AMC) an. Alle Datenpunkte basieren auf mindestens 
drei unabhängigen Experimenten, welche jeweils zusätzlich als technisches Duplikat durchgeführt wurden. 
Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
 
Diese sinken sogar unter das Niveau der Promoteraktivität und H4 Hyperacetylierung in 
etiolierten Pflanzen. Für 56h reetiolierte Pflanzen weisen grüne Blätter auf, die nur an der 
untersten Blattbasis Anzeichen von Etiolierung (vermehrtes Streckungswachstum und 
Chlorose) aufweisen. Eine Belichtung dieser Pflanzen für 4h (56h reetioliert + 4h L) stellte 
die Promotoraktivität wieder vollständig her. Die mRNA akkumulierte während dieser 
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Belichtungszeit nur zu einem Viertel der maximal gemessenen Menge in voll belichteten 
Pflanzen. Zusammengefasst zeigen die Daten somit an, dass unter verschiedenen 
Belichtungszuständen eine enge Korrelation zwischen Promotoraktivität und H4 
Hyperacetylierung auf dem Promotor besteht. Beide Prozesse nahmen nach Belichtung in 
ihrer Intensität rapide zu, wohingegen eine nur langsame Abnahme nach Verdunklung 
beobachtet werden konnte. 
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3.2.3 Artifizielle Hyperacetylierung ist nicht ausreichend zur 
Aktivierung des C4-Pepc Promotors 
 
Verschiedene Publikationen weisen darauf hin, dass artifiziell erzeugte Hyperacetylierung 
durch globale Inhibition von Histondeacetylasen (HDACs) zur transkriptionellen 
Aktivierung bestimmter Gene ausreichend ist (Chiba et al., 2004; Xu et al., 2005a). Ob  die 
Histonacetylierung auch hinreichend zur Promotoraktivierung am C4-Pepc Gen ist, sollte 
deshalb im Folgenden untersucht werden. Maispflanzen wurden zunächst für 56h 
verdunkelt, um die C4-Pepc Promotoraktivität auf ein Minimum zu reduzieren (siehe 
Abbildung 13A, 56 reetioliert).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: Hyperacetylierung und Promotoraktivität nach TSA-Behandlung in der Dunkelheit 
Maiskeimlinge wurden für 10-12 Tage im diurnalen Rhythmus von 16h Licht und 8h Dunkelheit angezogen 
und anschließend für 56h verdunkelt um die C4-Pepc Promotoraktivität zu reduzieren. Anschließend wurden 
die Blätter abgeschnitten und in Leitungswasser mit (+) oder ohne TSA (-) für weitere 12h in Dunkelheit 
inkubiert. (A) Histon H4 Hyperacetylierung am C4-Pepc Promoter quantifiziert an der Position -200 bp. Die 
Zahlen geben die Mengen an Präzipitat im Verhältnis zur Ausgangsmenge an Chromatin vor der 
Präzipitation (AMC) an. (B) Quantifizierung der C4-Pepc hnRNA-Synthese. Die Zahlen geben die Anzahl 
der quantifizierten Moleküle hnRNA pro 50 µg Blattmaterial an. hnRNA wurde aus cDNA mittels 
intronspezifischer Primer amplifiziert (System +4300 bp, 2.1.10). Eine Verdünnungsreihe von PCR-Produkt 
mit bekannter Konzentration wurde als Standard für die real-time Quantifizierung verwendet. Alle 
Datenpunkte basieren auf mindestens drei unabhängigen Experimenten, welche jeweils zusätzlich als 
technisches Duplikat durchgeführt wurden. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
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Anschließend wurden die Blätter der Pflanzen abgeschnitten und mit dem 
Histondeacetylaseinhibitor Trichostatin A (TSA) für 12h in der Dunkelheit inkubiert.An 
der gemessenen Promotorposition führte dies zu einem Anstieg der H4 Hyperacetylierung 
bis zu einem mit der Acetylierung in voll belichteten, grünen Pflanzen vergleichbaren 
Grade (Abbildung 14A und Abbildung 13B). Die Promotoraktivität hingegen unterschied 
sich in den TSA-behandelten und unbehandelten Pflanzen nicht voneinander und verblieb 
auf konstant niedrigem Niveau (Abbildung 14B). Die gezeigten Daten weisen somit darauf 
hin, dass Histonhyperacetylierung alleine nicht ausreichend zur Aktivierung des C4-Pepc 
Promotors im verwendeten Testsystem ist. 
 
3.2.4 Histon H4 Hyperacetylierung unter Stickstoffmangel 
 
Neben der Kontrolle der C4-Pepc Promotoraktivität durch Licht ist bekannt, dass zusätzlich 
Nährstoffverfügbarkeit und metabolische Stimuli die Promotoraktivität modulieren können 
(Sheen, 1990). Assoziiert mit Nitratmangel wird beispielsweise die Aktivität des C4-Pepc 
Promotors in abgeschnittenen Laubblättern stark reduziert. Das zugehörige Signal wird 
ausgehend von den Wurzeln mittels des Phytohormons Zeatin transduziert (Suzuki et al., 
1994). Dieser Effekt kann folglich durch die Zugabe von Zeatin und Nitrat zum 
Inkubationsmedium aufgehoben werden. Um die Verbindung zwischen Belichtung, 
Histonacetylierung und Promotoraktivität näher zu charakterisieren, wurden deshalb im 
Folgenden Analysen unter Stickstoffmangel in Kombination mit verschiedenen 
Belichtungssituationen durchgeführt. 
Blätter von grünen, voll belichteten Maiskeimlingen wurden abgeschnitten und für die in 
Abbildung 15 angegebenen Zeiten in Lösungen mit und ohne  Zeatin/Kaliumnitrat (+/-ZK) 
unter Belichtung inkubiert. Abbildung 15A zeigt die Quantifizierung der hnRNA-Menge 
und Abbildung 15B die korrespondierende Menge an Histon H4 Hyperacetylierung im 
proximalen Promotorbereich (-200 bp) in diesen Situationen. Abgeschnittenen Blättern, 
welchen Zeatin/Kaliumnitrat hinzugefügt wurde (+ZK), zeigten sowohl ein hohes Maß an 
Promotoraktivität als auch an Histon H4 Hyperacetylierung nach 3h und 24h Behandlung. 
In -ZK Pflanzen wurde die C4-Pepc Promotoraktivität bereits nach 3h um ca. das 
Fünffache reduziert. 24 stündiger Zeatin/Kaliumnitrat-Entzug führte zu einer weiteren 
Reduktion. Diese liegt in einem Bereich, vergleichbar mit der voll-inaktiven Situation in 
nicht abgeschnittenen, 56h reetiolierten Kontrollpflanzen. Die Histon H4 
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Hyperacetylierung in diesen Pflanzen verbleibt unerwarteter Weise auf konstant hohem 
Niveau. Dies zeigt, dass Histondeacetylierung keine notwendige Voraussetzung zur 
Deaktivierung des Promotors ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 15: Histondeacetylierung ist keine notwendige Voraussetzung zur Promotor-Deaktivierung 
Belichtet = Pflanzen wurden im normalen Tag-Nacht Rhythmus von 16h Licht und 8h Dunkelheit angezogen 
und 4h nach Beginn der letzten Belichtungsperiode geerntet. 56h reetioliert = belichtete Pflanzen, welche für 
56h verdunkelt wurden.  +/- ZK = Blätter von belichteten Pflanzen wurden 4h nach Beginn der Belichtung 
abgeschnitten und in Lösungen ohne (-) und mit (+) Zeatin/Kaliumnitrat für die in der Abbildung gezeigten 
Zeiträume (3h, 24h) im normalen Tag-Nacht-Rhythmus inkubiert. (A) Quantifizierung der C4-Pepc hnRNA 
Synthese. Die Zahlen geben die Anzahl der quantifizierten Moleküle hnRNA pro 50 µg Blattmaterial an. 
hnRNA wurde aus cDNA mittels intronspezifischer Primer amplifiziert (System +4300 bp). Eine 
Verdünnungsreihe von PCR-Produkt mit bekannter Konzentration wurde als Standard für die real-time 
Quantifizierung verwendet. (B) Histon H4 Hyperacetylierung am C4-Pepc Promoter quantifiziert an der 
Position -200 bp. Die Zahlen geben die Mengen an Präzipitat bzw. hnRNA im Verhältnis zur Menge an 
hnRNA bzw. präzipitiertem Chromatin in grünen Blättern (Positivkontrolle) an. Alle Datenpunkte basieren 
auf mindestens drei unabhängigen Experimenten, welche jeweils zusätzlich als technisches Duplikat 
durchgeführt wurden. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
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Die vorhergehende Abbildung zeigte die Vorgänge bei der Deaktivierung des C4-Pepc-
Promotors.  
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Abbildung 16: Licht induziert die H4 Hyperacetylierung unabhängig von der Transkriptionsaktivität 
(A) Schematische Übersicht des experimentellen Aufbaus. Maiskeimlinge wurden im diurnalen Rhythmus 
von 16h Licht und 8h Dunkelheit für 10 bis 12 Tage angezogen und anschließend die letzte Dunkelperiode 
auf 56h ausgeweitet (56h reetioliert, 1). Die Blätter wurden im Dunkeln abgeschnitten und entweder in 
Leitungswasser (3) oder in Leitungswasser mit Zeatin/Kaliumnitrat (+ ZK, 4) für weitere 15h in der 
Dunkelheit inkubiert. Danach wurde die Hälfte der jeweiligen Ansätze  zusätzlich für 8h belichtet (5 und 6). 
Pflanzen der Positivkontrolle wurden für 71h verdunkelt und danach für 8h belichtet (2). (B) Quantifizierung 
der C4-Pepc hnRNA Synthese. Die Zahlen geben die Anzahl der quantifizierten Moleküle hnRNA pro 50 µg 
Blattmaterial an. hnRNA wurde aus cDNA mittels intronspezifischer Primer amplifiziert (System +4300 bp). 
Eine Verdünnungsreihe von PCR-Produkt mit bekannter Konzentration wurde als Standard für die real-time 
Quantifizierung verwendet. (C) Histon H4 Hyperacetylierung am C4-Pepc Promoter quantifiziert an der 
Position -200 bp. Die Zahlen geben die Mengen an Präzipitat im Verhältnis zur Menge an präzipitiertem 
Chromatin in grünen Blättern (Positivkontrolle) an. Alle Datenpunkte basieren auf mindestens drei 
unabhängigen Experimenten, welche jeweils zusätzlich als technisches Duplikat durchgeführt wurden. 
Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
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Um auch die Zusammenhänge zwischen Acetylierung und der Aktivierung des Promotors 
zu testen, wurden im folgenden belichtete Pflanzen zunächst für 56h verdunkelt, um die 
C4-Pepc Promotoraktivität auf ein Minimum zu reduzieren. Die Blätter wurden dann 
abgeschnitten und anschließend für weitere 15h in Lösungen mit- und ohne 
Zeatin/Kaliumnitrat in der Dunkelheit inkubiert. Danach wurden zusätzlich einige dieser 
Blätter für 8h belichtet. Abbildung 16A zeigt den genauen experimentellen Aufbau. Die 
Promotoraktivität zu den getesteten  Zeitpunkten sind in Abbildung 16B und der 
korrespondierende Grad an H4 Hyperacetylierung auf dem proximale Promotorbereich 
(-200 bp)  in Abbildung 16C dargestellt. Der Vergleich der +ZK mit den -ZK Pflanzen in 
der Dunkelheit (Säulen 3 und 4) zeigt einen ca. dreifachen Anstieg in der Menge an 
quantifizierter hnRNA in den behandelten Pflanzen. Dieser Anstieg auf eine mittlere 
Promotoraktivität korreliert nicht mit einem Anstieg der H4 Hyperacetylierung. Nach 
Belichtung zeigten –ZK Pflanzen eine unveränderte Promotoraktivität (Säule 5), 
wohingegen die Transkription in den +ZK Pflanzen nach Belichtung weiter um ca. den 
Faktor 4 zunimmt (Säule 6). Überraschenderweise erreicht die H4 Hyperacetylierung in 
allen belichteten Pflanzen ein hohes Niveau unabhängig von der Behandlung mit 
Zeatin/Kaliumnitrat und somit unabhängig von der Promotoraktivität. Daraus lässt sich 
schlussfolgern, dass Licht hinreichend ist, um die H4 Hyperacetylierung am C4-Pepc 
Promotor unabhängig von den anderen hier untersuchten Faktoren zu induzieren. Eine 
intermediäre Transkriptionsaktivität wird durch Zeatin/Kaliumnitrat in der Abwesenheit 
von Licht induziert und bedarf keiner Induktion der H4 Hyperacetylierung. 
 
3.2.5 Histon H4 Hyperacetylierung in Bündelscheiden 
 
Maislaubblätter enthalten mit dem Mesophyll und der Bündelscheide zwei verschiedene 
photosynthetisch aktive Gewebe (siehe Einleitung). Vorhandene Daten weisen darauf hin, 
dass das C4-Pepc Gen präferentiell in Mesophyllzellen transkribiert wird und die 
Transkriptakkumulation in Bündelscheidenzellen gering ist (Sheen, 1999; Hahnen et al., 
2003). Diese Ergebnisse wurden zunächst mit dem bereits vorgestellten hnRNA System 
verifiziert (Abbildung 17). Gesamtblätter zeigten das typische, belichtungsabhängige 
Aktivitätsmuster. In für 56h verdunkelten Pflanzen (56h reetioliert) war die Menge 
quantifizierbarer Transkripte an der Grenze der Detektierbarkeit. Etiolierte Pflanzen, die 
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niemals belichtet wurden, zeigten hingegen ein intermediäres Maß an Transkription. In 
isolierten Bündelscheiden aus verdunkelten und etiolierten Pflanzen konnte dieser 
Unterschied ebenfalls beobachtet werden (Abbildung 17A). Dagegen unterschied sich die 
Menge an quantifizierter C4-Pepc hnRNA aus Bündelscheiden belichteter und etiolierter 
Pflanzen nicht. Es konnte somit nachgewiesen werden, dass in Bündelscheidenzellen keine 
Lichtinduktion des C4-Pepc Promotors stattfindet. 
Die Analyse des Transkriptionsstatus der in Abbildung 17A dargestellten Bündelscheiden 
erfolgte mit einem relativ einfachen Protokoll zur Gewebeisolation. Dieses basiert im 
Wesentlichen darauf, dass die in Gesamtblättern enthaltenen Mesophyllzellen durch 
mechanische Belastung zerstört werden. Bündelscheidenzellen mit ihren verstärkten 
Zellwänden bleiben weitgehend unbeschädigt und können so angereichert werden (siehe 
2.2.1). Das oben genannte Verfahren eignet sich allerdings nicht zur Trennung von zuvor 
formaldehydfixiertem Gewebe, da sich hiernach die beiden Zelltypen nicht mehr trennen 
lassen. Zur Analyse der Acetylierungsstatus in Bündelscheidenzellen wurde deshalb ein 
abgewandeltes Protokoll zur Gewebeisolation etabliert. Gesamtblätter wurden dazu 
zunächst mittels Formaldehyd quervernetzt, um den ursprünglichen Acetylierungszustand 
zu fixieren. Anschließend wurden daraus Bündelscheiden durch einen begrenzten 
enzymatischen Abbau mit anschließender manueller Separation präpariert. Abbildung 17B 
zeigt Fotografien von quervernetzten und verdauten Blättern vor (oberes Bild) und nach 
der Gewebepräparation (unteres Bild). Vor der Separation enthalten die Blätter 
Leitgewebe, welche von Bündelscheidenzellen umgeben sind und die dazwischen 
liegenden Mesophyllzellen. Nach Separation der Bündelscheiden sind keine 
Mesophyllzellen mehr erkennbar und nur das Leitgewebe sowie Bündelscheidenzellen sind 
sichtbar. Jede der Präparationen für die nachfolgenden ChIP-Analysen wurde 
mikroskopisch auf  Abwesenheit von Mesophyllzellen untersucht. Das H4 
Hyperacetylierungsmuster bei Vergleich von isolierten Bündelscheiden und den 
Gesamtblattpräparationen (Abbildung 17C) war unerwarteter Weise identisch. Es wurde 
niedrige Acetylierung in etiolierten Geweben beobachtet, die nach Belichtung sowohl in 
den Gesamtblattpräparationen als auch in den isolierten Bündelscheidenzellen anstieg. Um 
auszuschließen, dass dieses Ergebnis ein Artefakt der enzymatischen Präparationsmethode 
darstellt, wurden Gesamtblätter gleichermaßen enzymatisch verdaut, aber die einzelnen 
Gewebe anschließend nicht separiert. Solchermaßen behandelte Blätter zeigten einen 
ähnlichen Grad an Acetylierung wie belichtete Gesamtblätter und Bündelscheiden 
(Abbildung 17C, Kontrolle). 
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Abbildung 17: Hyperacetylierung in Bündelscheiden ist unabhängig von der Promotoraktivierung 
Etioliert = Maiskeimlinge wurden in Dunkelheit angezogen und geerntet. Belichtet = Maiskeimlinge wurden 
im diurnalen Rhythmus von 16h Licht und 8h Dunkelheit angezogen und 4h nach Beginn der letzten 
Belichtungsperiode geerntet. 56h reetioliert = belichtete Pflanzen wurden für 56h verdunkelt. Blatt = 
Präparationen aus Gesamtblättern. Bündelscheiden = isolierte Bündelscheidenstränge (siehe Abbildung 17B) 
(A) Quantifizierung der C4-Pepc hnRNA Synthese. Die Zahlen geben die Anzahl der quantifizierten 
Moleküle hnRNA pro 50 µg Blattmaterial an. hnRNA wurde aus cDNA mittels intronspezifischer Primer 
amplifiziert (System +4300 bp). Eine Verdünnungsreihe von PCR-Produkt mit bekannter Konzentration 
wurde als Standard für die real-time Quantifizierung verwendet. Die Daten für etiolierte Gesamtblätter 
wurden aus Abbildung 12 entnommen. (B) Fotografie von Maislaubblättern nach Quervernetzung und 
limitiertem, enzymatischem Verdau. Die obere Abbildung zeigt die Präparation vor der manuellen Separation 
der Bündelscheiden. Die untere Abbildung zeigt isolierte Bündelscheidenstränge. Der Vergrößerungsfaktor 
beträgt 200. (C) Histon H4 Hyperacetylierung am C4-Pepc Promoter quantifiziert an der Position -200 bp.  
Kontrolle = Gesamtblätter wurden enzymatisch behandelt, aber die Gewebe wurden anschließend nicht 
separiert. Die Zahlen geben die Mengen an Präzipitat bzw. hnRNA im Verhältnis zur Menge an hnRNA bzw. 
präzipitiertem Chromatin in grünen Blättern (Positivkontrolle) an. Alle Datenpunkte basieren auf vier 
unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
 
(B)
Gefäß + 
Bündelscheidenzellen
Bündelscheidenzellen
Gefäß
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Aus den gezeigten Daten lässt sich somit schlussfolgern, dass Licht die Histonacetylierung 
am C4-Pepc Promotor in Bündelscheidenzellen induziert, obwohl der Promotor in diesem 
Gewebe nicht aktiviert wird bzw. es  nicht zur verstärkten Synthese von hnRNAs kommt. 
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3.3 Teil III – Integration externer und interner Signale auf der 
Chromatinebene des C4-Pepc Promotors 
 
Die im zweiten Teil dieser Arbeit vorgestellte Analysen zu den Zusammenhängen 
zwischen Promotoraktivität, Belichtung und Histonacetylierung wurden im Wesentlichen 
mit einem Antikörper mit Spezifität für tri- und tetraacetylierte Isoformen von Histon H4 
durchgeführt. Des Weiteren beschränkte sich die Quantifizierung der Acetylierung in den 
meisten Experimenten auf eine Position im proximalen Promotor von C4-Pepc. Im 
Folgenden sollte getestet werden, ob die mit dem Antikörper gegen hyperacetyliertes 
Histon H4 gewonnen Erkenntnisse repräsentativ für die Acetylierung spezifischer 
Lysinreste auf dem Chromatin des C4-Pepc Promotors sind. Es wurden dazu ChIP-
Analysen unter verschiedenen Belichtungszuständen sowie in unterschiedlichen Organen 
mit einzelmodifikationsspezifischen Antikörpern durchgeführt. Zur Aufnahme eines 
hochauflösenden Histonacetylierungsprofils unter den zuvor beschriebenen Bedingungen, 
wurden zusätzlicher Messpunkte im Promotorbereich und am Beginn der transkribierten 
Region eingeführt. Die Verfügbarkeit von Informationen über die zuvor unbekannte 
Sequenz oberhalb des Systems bei -1300 bp ermöglichte zudem die Ausweitung der 
Analysen im distalen Promotorbereich. 
 
3.3.1 Lichtinduzierte und organspezifische Histonacetylierungen 
 
Zur Analyse lichtinduzierter bzw. organspezifischer Modifikationen wurden ChIP-
Analysen mit Antikörpern gegen die acetylierten Isoformen von H4K5, H4K16, H3K9, 
H3K14 und H3K18 in Chromatinen aus unterschiedlich belichteten Blättern sowie anderen 
Organen der Pflanze durchgeführt. Zur Verifizierung der Ergebnisse aus dem ersten Teil 
dieser Arbeit sowie zur Bestimmung der Nukleosomenverteilung wurden zusätzlich der 
Antikörper gegen hyperacetyliertes Histon H4 (H4Hyp) und der Antikörper gegen die 
invariante C-terminale Domäne von Histon H3 (H3C) in die Analyse mit einbezogen. 
Chromatinpräparationen aus etiolierten (basale Promotoraktivität) und belichteten Blättern 
(volle Promotoraktivität)  wurden zur Identifikation lichtinduzierter Modifikationen 
verglichen (Abbildung 18B-J). An ausgewählten Punkten wurden Messwerte aus 
Wurzelgewebe hinzugefügt (dargestellt als weiße Säulen in Abbildung 18) um 
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gewebsspezifische Modifikationen zu identifizieren. Der Promotor des konstitutiv aktiven 
Actin-1 Gens (Abbildung 18I) wurde als Positivkontrolle und eine genfreie, 
subtelomerische Position (Abbildung 18J) als korrespondierende Negativkontrolle getestet. 
Des Weiteren wurden belichtete Blätter mit dem Histondeacetylaseinhibitor TSA 
behandelt, um den Beitrag von Histonacetyltransferasen- (HATs) und Deacetylasen 
(HDACs) zur Regulation des Acetylierungsniveaus  zu bestimmen (Abbildung 18K-S). 
Nach Taniguchi et al. (2000) wurde der C4-Pepc Promotor in einen essentiellen, 
proximalen Bereich (-600 bis +1) und einen distalen Bereich oberhalb dieser Sequenz 
unterteilt (Abbildung 18A). Neben des bereits im zweiten Teil dieser Arbeit für die 
Quantifizierung der Acetylierung im proximalen Promotor verwendeten Messsystems bei 
-200 bp wurden vier weitere Messsysteme bei -500 bp, -400 bp, -300 bp und -100 bp 
etabliert. Die Systeme weisen eine durchschnittliche Länge von ca. 100 bp auf (siehe 
2.1.10) und erlauben somit eine kontinuierliche Quantifizierung in diesem Bereich. Für die 
Analyse der Acetylierung am distalen Promotor wurden zusätzlich zu der Position  bei 
-1300 bp Systeme bei den Positionen -2400 bp, -2100 bp, -1100 und -700 bp hinzugefügt. 
Zusätzlich zum System bei +450 bp wurden die Messungen  zu Beginn der transkribierten 
Region um die Systeme bei +10 bp, +100 bp, +200 bp, +800 bp, +1000 bp und +1600 bp 
erweitert. 
Die Analysen aus dem zweiten Teil dieser Arbeit haben bereits gezeigt, dass Belichtung 
die H4 Hyperacetylierung sowohl im Promotor als auch in der transkribierten Region 
induziert. Diese Ergebnisse konnten mit einer höheren Auflösung und in der zusätzlich 
betrachteten distalen Promotorregion bestätigt werden (Abbildung 18B). Die gemessene 
Histon H4 Hyperacetylierung lag auf einem hohen Niveau über den gesamten 
Promotorbereich und zeigte einen scharfen Abfall  an der Transkriptionsinitiationsstelle 
(TIS). Nach dieser relativ deacetylierten Region von ca. 1500 bp im Bereich der Systeme 
von +10 bp bis +1600 bp stieg die Acetylierung in Richtung des 3`Endes der 
transkribierten Region an und viel schließlich auf ein nahezu undetektierbares Niveau ca. 
400 bp hinter der Polyadenylierungssequenz (Position +5900 bp) ab. Der Vergleich der 
Signalintensitäten aus etiolierten und belichteten Blättern mit den Signalen aus der 
Präzipitation mit dem Kontrollserum (nicht fettgedruckte, hellgraue Linie) zeigt für die 
meisten Antikörper ein sehr geringes Niveau an Hintergrundpräzipitation. Lediglich für 
den Antikörper gegen acetyliertes Histon H4 Lysin 5 (H4K5ac, Abbildung 18C) wurde auf 
dem proximalen Promotor und zu Beginn der transkribierten Region ein geringer Signal-
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Hintergrund-Verhältnis im Vergleich zu etiolierten Blättern und Wurzeln beobachtet. Dies 
ist vermutlich auf die geringere Präzipitationseffizienz dieses Antikörpers zurückzuführen. 
Der Vergleich der H4 Hyperacetylierung (Abbildung 18B) mit den Veränderungen der 
Einzelmodifikationen ergab ein sehr vielfältiges Muster für unterschiedliche Lysine und 
bezüglich ihrer  Verteilung über das Gen: Die Acetylierung von H4K5 und H3K9 
(Abbildung 18C und Abbildung 18E) zeigte eine ähnliche Lichtinduktion wie für die H4 
Hyperacetylierung beobachtet werden konnte, jedoch unterschieden sich beide 
Modifikationen hinsichtlich ihres Verteilungsprofils. Die Acetylierung von H3K9 zeigte 
einen Abfall vom distalen zum proximalen Promotor, wohingegen ein konstant hohes 
Niveau an H4K5 Acetylierung über den gesamten Promotor zu beobachten war. Die 
Acetylierung von H3K14 (Abbildung 18F) zeigte insgesamt eine geringere Lichtinduktion 
im Promotor. In der transkribierten Region konnte keine Veränderung beobachten werden. 
Unerwarteterweise reagierten sowohl die H4K16 als auch die H3K18 Acetylierung 
(Abbildung 18D und Abbildung 18G) nicht auf den Lichtstimulus. Das Vorkommen dieser 
beiden Modifikationen war ähnlich in etiolierten und belichteten Blättern. Die Daten 
zeigen somit, dass von den getesteten fünf Lysinresten lediglich zwei Modifikationen eine 
starke Lichtreaktion aufweisen. Auf dem Actin-1 Promotor (Abbildung 18J) konnte bei 
keinem der getesteten Antikörper eine  lichtinduzierte Veränderung der Acetylierung 
beobachtet werden. Der weitere Vergleich mit der genfreien, subtelomerischen 
Kontrollposition (Abbildung 18I) weist zudem darauf hin, dass die hier untersuchten 
Histonacetylierungen im Wesentlichen auf die Genregionen beschränkt sind. Mit 
Ausnahme eines geringen Signals bei Verwendung des Antikörpers gegen acetyliertes 
Histon H3K14 (H3K14ac) konnte an dieser Position keine Acetylierung nachgewiesen 
werden, wobei das starke Signal des gegen die invariante, C-terminale Domäne von Histon 
H3 gerichteten Antikörpers (H3C) anzeigt, dass sich an dieser Position Nukleosomen 
befinden. 
Die Acetylierung von H4K8 und H4K12 konnte in keiner der getesteten Situationen mit 
kommerziellen Antikörpern von verschiedenen Herstellern nachgewiesen werden. Sogar 
nach Induktion artifizieller Hyperacetylierung durch TSA-Behandlung waren diese beiden 
Modifikationen kaum nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Die starke Reduktion der 
Acetylierungssignale unmittelbar hinter der TIS konnte für alle getesteten 
Acetylierungsantikörper beobachtet werden. Exakt an dieser Position kam es zu einem 
starken Signalanstieg mit dem verwendeten Antikörper gegen die invariante, C-terminale 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE 
 
70
Domäne von Histon H3 (H3C) (Abbildung 18H). Diese Resultate zeigen, dass die Region 
mit der geringsten Acetylierung eine erhöhte Nukleosomendichte aufweist. 
In Wurzelchromatin zeigten die lichtinduzierten Modifikationen (H4Hyp, H4K5 und 
H3K9) eine niedrige Acetylierung, vergleichbar mit dem Niveau in etiolierten Blättern. Ein 
überraschend vielfältiges Verhalten wurde hingegen für die Modifikationen beobachtet, die 
nicht oder nur schwach auf den Lichtstimulus reagieren: Die Acetylierung von H4K16 
zeigte an den getesteten Positionen keine Unterschiede im Vergleich zwischen Blättern 
und Wurzeln, wohingegen in Wurzeln eine reduzierte Acetylierung von H3K14 beobachtet 
werden konnte. Dieser Effekt ist im distalen Promotorbereich am deutlichsten zu 
beobachten, aber tendenziell an allen Positionen nachweisbar. Umgekehrt erreicht die 
Acetylierung von H3K18 in Wurzeln sogar ihr höchstes Niveau. 
Diese Ergebnisse zeigen somit, dass die untersuchten Modifikationen individuell reguliert 
werden. Der Acetylierungszustand von Histonen wird durch das gemeinsame Wirken von 
Histonacetyltransferasen- und deacetylasen (HATs und HDACs) bestimmt. Diese Enzyme 
werden einerseits in ihrer Aktivität reguliert, andererseits werden je nach 
Chromatinbereich HATs oder HDACs gezielt  rekrutiert oder aus bestimmten Bereichen 
ferngehalten. 
Um den relativen Beitrag von HAT- und HDAC-Aktivität zu den beobachteten 
Acetylierungsänderungen untersuchen zu können, wurden Blätter mit dem HDAC-
Inhibitor Trichostatin A (TSA) behandelt (Abbildung 18K-Q). Zur Kontrolle wurde die 
Wirkung von TSA auf die Acetylierung auf dem Actin-1 Promotor (Abbildung 18S) und 
der subtelomerischen Position (Abbildung 18R) untersucht. Eine Zunahme der 
Acetylierung nach TSA-Behandlung kann generell als ein Hinweis darauf gewertet 
werden, dass an der untersuchten Position aktive HATs vorhanden sind. Wird umgekehrt 
nach Inhibition der HDACs durch TSA keine Veränderung der Acetylierung beobachtet, so 
deutet dies darauf hin, dass entweder keine aktiven HATs vorhanden sind oder - falls die 
Acetylierung vor und nach TSA-Behandlung auf konstant hohem Niveau verbleibt, eine 
maximale HDAC-Inhibition vor der TSA-Behandlung bereits gegeben war. 
Wie aus der Abbildung zu entnehmen ist, wurde die niedrige Acetylierung von H4Hyp, 
H4K5, H4K16 und H3K9 an den Grenzbereichen des Gens durch die TSA-Behandlung 
weitestgehend nicht beeinflusst. Dies deutet darauf hin, dass die Rekrutierung der 
korrespondierenden HATs auf die Genregion beschränkt ist. Im Gegensatz dazu war die 
Acetylierung von H3K14 und H3K18 nicht nur im Genbereich, sondern auch hinter der 
Polyadenylierungssequenz durch TSA induzierbar. Die korrespondierenden HATs 
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scheinen somit auch außerhalb der Genregion  präsent zu sein und das Ausmaß dieser 
Modifikationen hauptsächlich durch HDAC-Aktivität reguliert zu werden. Diese 
Folgerung wird von dem Befund unterstützt, dass TSA die H3K14 und H3K18 
Acetylierung sogar auf der heterochromatischen, subtelomerischen Position (Abbildung 
18R) induzieren kann. 
Generell führte TSA-Behandlung auf dem distalen Promotor und der transkribierten 
Region zu einem starken Anstieg der Acetylierung. Eine auffällige Ausnahme bildete die 
H3K9-Acetylierung im distalen Promotorbereich. Hier konnte nach TSA-Behandlung kein 
Anstieg der Acetylierung beobachtet werden (Abbildung 18N). Dies legt nahe, dass die 
HDAC-Aktivität an dieser Position durch Belichtung bereits vollständig reprimiert ist. Auf 
dem proximalen Promotorbereich war die TSA-Induzierbarkeit generell geringer 
ausgeprägt als auf dem distalen Promotor. Dieser Effekt ist am deutlichsten für 
Modifikationen, welche nicht oder nur schwach durch Licht beeinflusst werden (H3K14ac, 
H3K18ac und H4K16ac). Hier führt die TSA-Behandlung nur zu einem geringen Anstieg 
der gemessenen Acetylierung. Im Gegensatz dazu konnte für die Modifikationen, welche 
durch Licht beeinflusst werden (H4Hyp, H4K5ac, H3K9ac), eine sehr deutliche, TSA-
induzierte Zunahme der Acetylierung auch im proximalen Promotorbereich beobachtet 
werden. Aus den gezeigten Ergebnissen lässt sich somit zusammenfassend entnehmen, 
dass sowohl die absolute Stärke der Acetylierung als auch die räumliche Begrenzung der 
jeweiligen Modifikationen von verschiedenen Mechanismen in Abhängigkeit von der 
jeweiligen Genregion und dem untersuchten Lysinrest reguliert werden. 
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Abbildung 18: Histonacetylierungsprofil am C4-Pepc Gen 
(A) Übersicht über die Genstruktur. Innerhalb der kodierenden Sequenz sind Exons als Rechtecke und 
Introns als schwarze Linien dargestellt. Der grau schattierte Bereich kennzeichnet den proximalen Promotor 
(-600 bp bis +1 bp). 1-10 = Exons 1 bis 10. P = Polyadenylierungssequenz. I = intergenische Region. Die 
Zahlen auf der X-Achse repräsentieren die Position relativ zur Transkriptionsinitiationsstartstelle. (B)-(H) 
Quantifizierte Chromatinmengen präzipitiert mit Antikörpern spezifisch für tri- und tetraacetylierte 
Isoformen von Histon H4 (H4Hyp), acetyliertes Histon H4 Lysin 5 (H4K5ac), acetyliertes Histon H4 Lysin 
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16 (H4K16ac), acetyliertes Histon H3 Lysin 9 (H3K9ac), acetyliertes Histon H3 Lysin 14 (H3K14ac), 
acetyliertes Histon H3 Lysin 18 (H3K18ac) oder ein invariantes c-terminales Epitop auf Histon H3 (H3C) in 
etiolierten (fettgedruckte graue Linie) oder belichteten Blättern (fettgedruckte schwarze Linie) und Wurzeln 
(weiße Säulen). Nicht fettgedruckte graue Linien repräsentieren die Hintergrundpräzipitation mit einem 
Kontrollserum (2.2.7). (I)-(J) Quantifizierte Mengen an Chromatin mit den zuvor spezifizierten Antikörpern 
auf der subtelomerischen Region und dem Actin-1 Locus in belichteten (schwarze Säulen) und etiolierten 
Blättern (graue Säulen). (K)-(Q) Quantifizierte Chromatinmengen mit den zuvor spezifizierten Antikörpern 
in TSA-behandelten- (fettgedruckte graue Linie) und Kontrollblättern (fettgedruckte schwarze Linie). (R)-(S) 
Quantifizierte Chromatinmengen mit den zuvor spezifizierten Antikörpern an der subtelomerischen Region 
und dem Actin-1 Locus in TSA-behandelten (graue Balken) und Kontrollblättern (schwarze Säulen) 
Datenpunkte in (B)-(J) basieren auf vier unabhängigen Experimenten, Datenpunkte in (K)-(S) basieren auf 
zwei unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. Die Zahlen geben die 
Mengen an Präzipitat im Verhältnis zur Ausgangsmenge an Chromatin vor der Präzipitation (AMC) an. 
  
Wie bereits im zweiten Teil der Ergebnisse gezeigt, erreicht die C4-Pepc Promotoraktivität 
in Pflanzen, die zunächst voll belichtet und danach für eine verlängerte Periode verdunkelt 
wurden (reetioliert), ein niedrigeres Niveau als in Pflanzen, die niemals belichtet wurden 
(etioliert). Reetiolierte Pflanzen zeichnen sich zudem durch eine beschleunigte 
Promotoraktivierung nach Wiederbelichtung aus (siehe Abbildung 13A). Um zu testen, ob 
Informationen über den vorherigen Belichtungszustand in den reetiolierten Blättern als 
Histonmodifikationen auf dem C4-Pepc Promotorchromatin gespeichert sein könnten, 
wurden ChIP-Analysen mit Chromatinen aus belichteten, etiolierten und reetiolierten 
Blättern durchgeführt (Abbildung 19). Neben den bereits in Abbildung 12C untersuchten 
Positionen bei -1300 bp, -200 bp, 450bp, 1900bp, 4300 bp und 5900 bp wurde eine weitere 
Position im distalen Promotorbereich (-2400 bp) in diese Analyse mit einbezogen. Das 
Verhalten der einzelnen Modifikationen nach Lichtinduktion konnte hier generell 
reproduziert werden. H4Hyp, H4K5ac und H3K9ac zeigten in den belichteten Blättern den 
bereits beschriebenen Anstieg der Acetylierung im Vergleich zu etiolierten Blättern. Für 
keine der untersuchten Modifikationen konnten jedoch signifikante Unterschiede zwischen 
dem etiolierten und reetiolierten Zustand beobachtet werden. Dies weist darauf hin, dass 
die untersuchten Modifikationen nicht an der Vorbereitung des Promotors auf eine 
beschleunigte Lichtantwort beteiligt sind.  
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Abbildung 19: Belichtungsabhängige Histonacetylierung am C4-Pepc Promotor 
Vergleich der Histonacetylierung in belichteten (schwarze Balken), etiolierten (graue Balken) und 
reetiolierten Blättern (weiße Balken) an repräsentativen Positionen im distalen (-2400 bp, -1300 bp) und 
proximalen Promotor (-200 bp), dem Beginn (450 bp), der Mitte (1900 bp) dem Ende (4300 bp) der 
transkribierten Region sowie einer intergenischen Position (5900 bp) hinter der putativen 
Polyadenylierungssequenz des C4-Pepc Gens. (A)-(G) Quantifizierte Menge an präzipitiertem Chromatin mit 
den in Abbildung 18 spezifizierten Antikörpern. Die Zahlen geben die Mengen an Präzipitat im Verhältnis 
zur Ausgangsmenge an Chromatin vor der Präzipitation (AMC) an. Datenpunkte basieren auf vier 
unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
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Die in Abbildung 18 beobachtete niedrige Acetylierung bestimmter Lysinreste in 
Wurzelgewebe könnte eine Konsequenz des fehlenden Lichtstimulus sein oder aber ein 
organspezifisches Muster darstellen, welches das Gewebe unabhängig von der Belichtung 
charakterisiert. Um zwischen lichtinduzierten und organspezifischen Modifikationen 
unterscheiden zu können, wurde die Acetylierung in Koleoptilen getestet. Diese 
blattartigen Organe reagieren auf Belichtung mit der Entwicklung von Chloroplasten und 
Photosynthese, zeigen aber nicht die laubblatttypische hohe Bündelscheidendichte. 
Übereinstimmend mit diesen mikroskopischen Beobachtungen ist das C4-Pepc Gen in 
Koleoptilen konstitutiv reprimiert (Langdale et al., 1988b, Abbildung 20A), obwohl andere 
photosynthetische Gene, wie z.B. die kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-
bisphosphatcarboxylase/-oxygenase (RbcS), in diesem Organ lichtabhängig induziert 
werden können. Chromatine aus etiolierten und belichteten Koleoptilen wurden mit 
Chromatinen aus belichteten Laubblättern verglichen. 
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Abbildung 20: Promotoraktivität in verschiedenen Organen und nach Zeatin- und DOG-Behandlung 
(A) Quantifizierung der C4-Pepc sowie Actin-1 mRNA Akkumulation in belichteten Blättern (schwarze 
Säulen), Koleoptilen (graue Säulen) und Wurzeln (weiße Säulen). Zahlenwerte sind angegeben als Prozent 
der Positivkontrolle (belichtet Laubblätter für C4-Pepc bzw. Koleoptilen für Actin-1). Datenpunkte basieren 
auf vier unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. (B) 
Quantifizierung der C4-Pepc hnRNA-Synthese in Pflanzen unter Zeatinmangel (dunkelgraue Säulen), nach 
DOG-Repression (hellgraue Säulen) und in unbehandelten Kontrollpflanzen (schwarze Säulen). Zahlenwerte 
sind angegeben als Prozent der Positivkontrolle (abgeschnittene, belichtete Blätter +Zeatin/Kaliumnitrat). 
Datenpunkte basieren auf vier unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den 
Standardfehler. 
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Die Ergebnisse der ChIP-Analyse wurden auf die gemessene Acetylierung am Actin-1 
Promotor standardisiert (Haring et al., 2007), um die generell erhöhte ChIP-Effizienz in 
Koleoptilen verglichen mit Laubblättern zu kompensieren (Daten nicht gezeigt). Die 
Standardisierung auf den Actin-1 Promotor bietet sich in diesem Fall an, da die 
korrespondierende mRNA zu etwa gleichen Mengen in den miteinander verglichenen 
Geweben akkumuliert (Abbildung 20A), was eine vergleichbare Promotoraktivität 
zumindest nahe legt. Abbildung 21 vergleicht die ChIP-Ergebnisse aus belichteten 
Laubblättern und etiolierten sowie belichteten Koleoptilen. Die gemessene Acetylierung in 
Koleoptilen  war gegenüber der Acetylierung in Laubblättern generell in allen untersuchten 
Modifikationen reduziert. Es ist wahrscheinlich, dass diese Unterschiede auf 
Standardisierungsmethode zurückzuführen sind. Offensichtlich dagegen ist, dass keine der 
untersuchten Modifikationen durch Belichtung in Koleoptilen induziert wurde. Dies weist 
darauf hin, dass die Mechanismen, welche die Lichtantwort in Laubblättern kontrollieren, 
in Koleoptilen im Gegensatz zu belichteten Bündelscheiden (vergleiche Abbildung 17C)  
nicht aktiv sind und somit die niedrige Acetylierung des C4-Pepc Gens eine inhärente 
Eigenschaft dieses Organs ist. 
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Abbildung 21: Organabhängige Histonacetylierung am C4-Pepc Promotor 
Vergleich der Histonacetylierung in belichteten Laubblättern (schwarze Säulen), etiolierten Koleoptilen 
(graue Säulen) und belichteten Koleoptilen (weiße Säulen) an repräsentativen Positionen im distalen (-2400 
bp, -1300 bp) und proximalen Promotor (-200 bp), dem Beginn (450 bp), der Mitte (1900 bp) dem Ende 
(4300 bp) der transkribierten Region sowie einer intergenischen Position (5900 bp) hinter der putativen 
Polyadenylierungssequenz des C4-Pepc Gens. (A)-(G) Quantifizierte Menge an präzipitiertem Chromatin mit 
den in Abbildung 18 spezifizierten Antikörpern. Wegen der verglichen mit Laubblättern generell erhöhten 
Präzipitationseffizienz in Koleoptilen, wurde eine Standardisierung auf den Actin-1 Promotor durchgeführt 
(siehe auch Text).  Datenpunkte basieren auf vier unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien 
repräsentieren den Standardfehler. 
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3.3.2 Veränderung der Histonacetylierung in Reaktion auf metabolische 
Stimuli 
 
Neben der lichtinduzierten und gewebsspezifischen Expression wird die Aktivität des C4-
Pepc Gens stark durch die Stickstoffverfügbarkeit und die intrazelluläre Hexose-
Konzentration (siehe Einleitung) kontrolliert. Wie bereits in Abbildung 15 und Abbildung 
16 dargestellt, ist die Hyperacetylierung am proximalen Promotor unabhängig vom 
Stickstoffsignal und damit unabhängig vom Transkriptionsstatus. Diese Studien wurden im 
Folgenden auf die komplette Promotorregion und die Einzelmodifikationen ausgeweitet. 
Zusätzlich wurden Behandlungen mit 2-Desoxyglucose (DOG) durchgeführt. DOG stellt 
ein nicht-metabolisierbares Hexose-Analogon dar und reprimiert den C4-Pepc Promotor 
(Sheen, 1990). Es wird vermutet, dass Hexokinasen als sensorische Enzyme an der 
Zuckerregulation photosynthetischer Gene beteiligt sind (Jang und Sheen, 1994). Wie in 
Abbildung 20B zu erkennen, wurde die Transkriptionsaktivität unter Zeatin/Kaliumnitrat-
Mangel (-ZK) deutlich reduziert. In DOG-behandelten Pflanzen wurde hingegen eine 
intermediäre Promotoraktivität beobachtet. Die zugehörigen ChIP-Resultate in Abbildung 
22 zeigen, dass die gemessene Acetylierung der einzelnen Modifikationen auf dem 
proximalen Promotor sowie dem Beginn der transkribierten Region wie auf Basis 
vorheriger Resultate (siehe Abbildung 15B und Abbildung 16C) mit dem Antikörper gegen 
hyperacetyliertes Histon H4 erwartet, konstant blieb (grau –schattierte Bereiche in 
Abbildung 22B-H). Im distalen Promotor hingegen wurde eine deutliche Reduktion der 
Acetylierung aller getesteten Lysinreste im –ZK-Ansatz festgestellt. Ein ähnlicher, wenn 
auch deutlich weniger stark ausgeprägter Effekt konnte auch in DOG-behandelten Pflanzen 
festgestellt werden. Der Rückgang der Acetylierung umfasste einen Bereich von ca. 1500 
bp, wobei der größte gemessene Unterschied zwischen der Kontrolle (+ZK) und den -ZK- 
bzw. +DOG-Ansätzen in der Region zwischen ca. -1500 bp und -1000 bp zu beobachten 
war. Die mit dem Antikörper gegen die C-terminale, invariante Domäne von Histon H3 
(H3C) erzielten Ergebnisse sind hingegen in allen 3 Ansätzen über den gesamten 
Promotorbereich konstant (Abbildung 22H). 
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Abbildung 22: Acetylierung am C4-Pepc Promotor unter Stickstoffmangel und DOG-Repression 
(A) Übersicht über die C4-PEPC Genstruktur (Exons sind als Rechtecke dargestellt, Introns als schwarze 
Linien. Grauschattierter Bereich = proximaler Promotor (-600 bp bis +1 bp). Schwarze, vertikale Linie = 
Transkriptionsinitiationsstelle. 1-2 = Exons 1 bis 2. Die Zahlen auf der X-Achse repräsentieren die Position 
in bp relativ zur Transkriptionsinitiationsstelle. (B)-(H) Quantifizierte Menge an Chromatin mit den in 
Abbildung 18 spezifizierten Antikörpern in abgeschnittenen Blättern nach Stickstoff-/Kaliumnitrat-Entzug 
(-ZK, dunkelgraue Linie), DOG-Repression (+ 12,5 mM DOG, hellgraue Linie) und in Kontrollblättern 
(+ZK, schwarze Linie). Die Zahlen geben die Mengen an Präzipitat im Verhältnis zur Ausgangsmenge an 
Chromatin vor der Präzipitation (AMC) an. Datenpunkte basieren auf vier unabhängigen Experimenten. 
Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
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Die Reduktion der Promotoraktivität durch Metabolitrepression und die damit verbunden 
Acetylierungsänderungen im distalen Promotorbereich gehen somit nicht mit einer 
veränderten Nukleosomendichte in diesem Bereich einher. 
Um zu testen, ob die schwächere Reduktion der Histonacetylierung in den DOG-
behandelten Pflanzen mit der unvollständigen Promotorrepression korreliert (siehe 
Abbildung 20B), wurden im Folgenden abgeschnittene Blätter mit steigenden 
Konzentrationen von DOG behandelt und die Acetylierung von H3K9 exemplarisch 
untersucht. Diese Modifikation wurde ausgewählt, da die hohe Signalamplitude 
(Unterschied zwischen höchsten und niedrigsten beobachteten Niveau, siehe Abbildung 
18E) quantitative Analysen erleichtert. Bei anderen Modifikationen lassen sich 
Zwischenzustände dagegen nur schwer vom voll induzierten oder voll reprimierten 
Zustand unterscheiden. 
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Abbildung 23: Metabolische Repression der Promotoraktivität und der distalen Histonacetylierung 
Quantifizierung der (A) C4-Pepc hnRNA-Synthese und (B) Actin-1 mRNA-Akkumulation in belichteten 
Laubblättern nach Behandlung mit ansteigender DOG-Konzentration. Zahlen sind angegeben als relative 
Einheiten der maximalen hnRNA- oder mRNA-Häufigkeit in Kontrollblättern (0 mM DOG, weiße Säulen). 
(C) Histon H3 Lysin 9 Acetylierung auf zwei verschiedenen Positionen im distalen- (-1600 bp und -1300 bp) 
und proximalen Promotor (-300 bp und -200 bp) des C4-Pepc Gens und einer Position des Actin-1 Promotors. 
Weiße Säulen = Kontrollblätter ohne DOG, hellgraue Säulen = 0,625 mM DOG, dunkelgraue Säulen = 12,5 
mM DOG, schwarze Säulen = 25 mM DOG. Die Zahlen geben die Mengen an Präzipitat im Verhältnis zur 
Ausgangsmenge an Chromatin vor der Präzipitation (AMC) an. Datenpunkte basieren auf vier unabhängigen 
Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
 
Wie aus Abbildung 23A-B ersichtlich, wurde die C4-Pepc Promotoraktivität mit steigender 
DOG-Konzentration reduziert. Dagegen wurde die mRNA-Menge der Actin-1-Kontrolle 
nicht beeinflusst. Mit der Abnahme an C4-Pepc Promotoraktivität wurde eine 
korrespondierende graduelle Abnahme der H3K9 Acetylierung an zwei exemplarisch 
getesteten, distalen Promotorpositionen (-1600 bp und -1300 bp) beobachtet (Abbildung 
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23C). Auf dem proximalen C4-Pepc Promotor (-300 bp und -200 bp) sowie dem Actin-1 
Promotor konnte hingegen keine wesentliche Veränderung nach DOG-Repression 
registriert werden. Die Daten weisen darauf hin, dass die distale- und proximale 
Promotoracetylierung differentiell reguliert werden. Die Acetylierung am proximalen 
Promotor verhält sich stabil gegenüber Veränderungen in der Stickstoff- oder Hexose-
Verfügbarkeit und damit gegenüber Veränderungen im Transkriptionstatus. Im Gegensatz 
dazu werden am distalen Promotor alle getesteten Acetylierungen koreguliert und der Grad 
der Acetylierung korrespondiert mit der Promotoraktivität. 
 
3.3.3 Reizabhängige, differenzielle  HAT- und HDAC-Aktivität am 
distalen Promotor 
 
Die Acetylierung des distalen Promotors variiert sowohl in Abhängigkeit von der 
Belichtung (Abbildung 18) als auch in Abhängigkeit vom applizierten metabolischen 
Stimulus (Abbildung 22). Es sollte deshalb im Folgenden getestet werden, ob die 
beobachteten Veränderungen vom gleichen Mechanismus reguliert werden. 
Dazu wurde zunächst die distale Promotoracetylierung durch Stickstoffentzug bzw. DOG-
Repression, wie in Abbildung 22 dargestellt, reduziert. Nach 3h wurde zusätzlich mittels 
Applikation von TSA die HDAC-Aktivität in diesen Blättern inhibiert. Falls die 
beschriebene Reduktion der distalen Promotoracetylierung durch eine erhöhte HDAC-
Aktivität verursacht wird, sollte die TSA-induzierte HDAC-Inhibition ausreichend sein, 
um diesen Effekt aufzuheben. Falls umgekehrt die metabolischen Stimuli im Wesentlichen 
die HAT-Aktivität modulieren, wäre zu erwarten, dass das Acetylierungsniveau selbst nach 
TSA-Behandlung niedrig bleibt. Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse mit zwei 
repräsentativen Antikörpern (H3K9ac und H4Hyp) auf zwei Positionen im distalen sowie 
einer Kontrollposition im proximalen Promotor (-1600 bp und -1300 bp bzw. -200 bp). 
TSA-Behandlung alleine führte, wie erwartet, zu einem generellen Anstieg der 
Histonacetylierung, mit Ausnahme der H3K9 Acetylierung am distalen Promotor, die 
bereits ohne TSA maximale Werte erreicht hat (siehe auch Abbildung 18N). Der 
vorausgehende Stickstoffentzug oder die DOG-Behandlung beeinflusste die TSA-
induzierte H4 Hyperacetylierung auf dem distalen Promotor nicht, reduzierte jedoch die 
Menge an induzierter H3K9-Acetylierung auf weniger als die Hälfte gegenüber den 
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Kontrollblättern. Im Gegensatz dazu wurde die TSA-vermittelte Acetylierung im  
proximalen Promotor nicht durch die Vorbehandlung beeinflusst. 
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Abbildung 24: Acetylierung nach metabolischer Repression und Inhibition der HDAC-Aktivität 
Abgeschnittene, belichtete Laubblätter wurden zunächst für 3h entweder mit 25 mM DOG (+D) behandelt 
oder in Leitungswasser inkubiert, um Stickstoffmangel herzustellen (-Z). Danach wurde TSA hinzugefügt 
und die Blätter für weitere 3h inkubiert. Zur Kontrolle wurden abgeschnittene, belichtete Laubblätter in der 
Gegenwart (+) oder der Abwesenheit (-) von TSA ohne vorherige DOG-Behandlung oder Stickstoffentzug 
inkubiert. Die Säulen repräsentieren die quantifizierten Mengen an präzipitiertem Chromatin mit Antikörpern 
spezifisch für tri- und tetraacetylierte Isoformen von Histon H4 (H4Hyp) bzw. acetyliertem Histon H3K9 
(H3K9ac) auf drei repräsentativen Chromatinpositionen im distalen (-1600 bp und -1300 bp) und proximalen 
Promotor (-200 bp), ausgedrückt als Prozent der TSA-behandelten Kontrolle. Datenpunkte basieren auf drei 
unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien bezeichnen den Standardfehler. 
 
 
Die gezeigten Daten weisen somit darauf hin, dass metabolische Signale die H3K9-
Acetylierung auf dem distalen Promotor durch Modulation einer HAT-Aktivität 
beeinflussen, wohingegen Belichtung die korrespondierende HDAC-Aktivität reduziert. Im 
Gegensatz dazu scheint die H4 Hyperacetylierung unabhängig vom Stimulus durch 
Veränderung der HDAC-Aktivität kontrolliert zu werden. 
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Die im dritten Teil dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen insgesamt eine unerwartet 
hohe Komplexität in der Regulation der Acetylierung des C4-Pepc Gens. Nur zwei der fünf 
getesteten Modifikationen (H4K5, H3K9) zeigen die erwartete starke Lichtreaktion, wobei 
die Verteilung dieser Modifikationen über den Promotor unterschiedlich ist. Der zu Grunde 
liegende Mechanismus ist nur funktional in Laubblättern und nicht in Wurzeln oder 
belichteten Koleoptilen zu beobachten. Die Acetylierung von H4K16ac unterscheidet sich 
nicht zwischen Blättern und Wurzeln und die Acetylierung von H3K18 zeigt ein reziprokes 
Verhalten mit dem höchsten gemessenen Niveau in Wurzeln und eine negative Korrelation 
mit der Transkriptionsaktivität. Der Beitrag der HDAC-Aktivität zur Etablierung dieser 
Muster unterscheidet sich wiederum in Abhängigkeit vom untersuchten Lysinrest und der 
jeweiligen Genposition. Metabolische Signale, wie z.B. Stickstoffmangel oder 
Zuckerverfügbarkeit, beeinflussen den globalen Histonacetylierungszustand am distalen 
Promotor. Die Acetylierung des jeweiligen Lysinrestes kann dabei entweder durch 
Modulation der HAT- oder HDAC-Aktivität beeinflusst werden. 
 
 
                                                                                                                                                                DISKUSSION 
 
84
4 Diskussion 
 
Die Aktivität des C4-spezifischen Pepc Promotors wird von multiplen externen und 
internen Signalen reguliert (siehe Einleitung). In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, 
wie Histonacetylierung zu dieser komplexen Regulation beiträgt. Im Folgenden werden die 
dazu gewonnenen Erkenntnisse kritisch diskutiert und in Bezug zum aktuellen 
wissenschaftlichen Kenntnisstand gesetzt. Am Ende dieses Abschnittes wird ein Modell 
entwickelt, welches die Signalintegration des C4-Pepc Promotors in Mais auf der 
Chromatinebene beschreibt. 
 
4.1 Etablierung eines ChIP-Protokolls in Mais 
 
Chromatinimmunopräzipitation (ChIP) ist ein hochsensitives Verfahren zum 
sequenzspezifischen, antikörpervermittelten Nachweis von Chromatinproteinen. Die 
Technik wird häufig in verschiedenen Modellorganismen inklusive Arabidopsis 
angewandt, aber die Etablierung dieser Methode für andere Organismen stellt teilweise 
immer noch eine Herausforderung dar (Haring et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit 
konnte gezeigt werden, dass durch Anpassung verschiedener Parameter eine erfolgreiche 
Durchführung der ChIP auch in Mais möglich ist. 
Generell werden zwei grundsätzliche Varianten der ChIP unterschieden. Native ChIP 
(nChIP) zeichnet sich durch das Fehlen einer initialen Formaldehydfixierung und durch 
enzymatische Fragmentierung des Chromatins aus. In der so genannten quervernetzenden 
ChIP (xChIP) wird vor der Chromatinisolation eine formaldehydvermittelte 
Quervernetzung von DNA und DNA-assoziierten Proteinen durchgeführt. Dabei kommt es 
zur Ausbildung von kovalenten Bindungen zwischen verschiedenen Seitengruppen von 
DNA und Proteinen, aber auch zur Vernetzung von Proteinen untereinander. Da in der 
nChIP auf den Einsatz von quervernetzenden Agenzien verzichtet wird, liegt ein Vorteil 
dieser Variante darin, dass Epitope, welche für den späteren Antikörpernachweis benötigt 
werden, in nativer Form vorliegen. Dies hat zur Folge, dass oftmals höhere Effizienzen in 
der Präzipitation gegenüber der xChIP erzielt werden können (Orlando, 2000). Des 
Weiteren ist die erreichbare Auflösung, bedingt durch die enzymatische 
Chromatinfragmentierung, höher als in der xChIP und liegt im Idealfall bei 
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Chromatinfragmenten von einem Nukleosom Größe. Dagegen beruht der wesentliche 
Vorteil der xChIP in der Möglichkeit, auch Chromatinproteine, welche nur transient oder 
relativ selten im Chromatin an die DNA gebunden vorkommen, nachzuweisen. Während 
der Etablierung der Methodik wurde versucht, ein nChIP Protokoll für Mais zu entwickeln. 
Es konnten mit dieser Methode jedoch keine ausreichenden Mengen an Chromatin für eine 
Analyse präzipitiert werden (Daten nicht gezeigt). Erst durch den Einsatz von 
Formaldehyd zur Fixierung des Chromatins konnten die präzipitierten Chromatinmengen 
signifikant erhöht werden. Darüber hinaus und erwies sich die Formaldehydkonzentration 
als kritischer Parameter für eine erfolgreiche ChIP. Im Folgenden wurde deshalb die 
xChIP-Methode optimiert, obwohl diese theoretisch eine geringere Auflösung im 
Vergleich zur nCHIP liefert. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen allerdings darauf hin, 
dass auch in xChIP-Analysen eine Auflösung erreicht werden kann, die wesentlich über 
der aus der Größe der Chromatinfragmente abgeleiteten Auflösung liegt. Abbildung 18 
zeigt beispielsweise für die meisten untersuchten Acetylierungsantikörper eine starke 
Veränderung der Signalintensitäten in der direkten Umgebung der TIS. Der Übergang von 
hoher zu geringer Acetylierung ist dabei räumlich viel begrenzter, als es die Fragmentlänge 
der verwendeten Chromatine von durchschnittlich 400 bp (Abbildung 10) erwarten lassen 
würde. Es ist somit davon auszugehen, dass auch die xChIP ein ausreichend hohes 
räumliches Auflösungsvermögen liefert, auch wenn die größere Fragmentlängen im 
Vergleich zur nChIP vermutlich zu einem Verlust an Sensitivität führt, da sich auf einen 
Chromatinfragment mehrere, eventuell unterschiedlich modifizierte Nukleosomen 
befinden können. 
 
4.2 Die Aktivität des C4-Pepc Promotors ist von vielfältigen Signalen 
abhängig und wird stufenweise induziert 
 
In dieser Arbeit wurde die C4-Pepc Promotoraktivität unter verschiedenen 
Belichtungsbedingungen, in unterschiedlichen Organen und Zelltypen sowie nach 
metabolischer Repression untersucht. Die niedrigsten Aktivitäten wurden dabei in 
Wurzeln, Koleoptilen sowie reetiolierten Blättern beobachtet. Etiolierte Blätter, belichtete 
Blätter unter Stickstoffmangel oder nach metabolischer Repression sowie belichtete 
Bündelscheiden wiesen  einen intermediären Grad an Transkription auf. Volle Aktivität 
konnte hingegen nur in belichteten Pflanzen unter optimaler Nährstoffversorgung 
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beobachtet werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die einzelnen Signale additiv 
auf die Transkription des C4-Pepc Gens wirken. So kann ein intermediäres Niveau an 
Transkription erreicht werden, wenn einige, aber nicht alle Stimuli auf den Promotor 
wirken. Umgekehrt kann der voll aktive Zustand durch Metabolitrepression in einen 
intermediären Aktivitätszustand versetzt werden. Die Experimente mit dem 
Zuckeranalogon Deoxyglucose (DOG) (Abbildung 23) zeigen zudem, dass der C4-Pepc 
Promotor unter bestimmten Bedingungen zu einer graduellen Modulation der Genaktivität 
befähigt ist. Die Aktivität des Promotors korreliert dabei linear mit der Menge des 
verabreichten Repressors. Ein ähnlich abgestuftes Aktivitätsmuster konnte von Chua et al. 
(2001) in Erbsen beobachtet werden. Die Aktivität des Plastocyanin Gens war in Wurzeln 
sehr niedrig, etiolierte Blätter zeigten hingegen eine intermediäre Aktivität, welche nach 
Belichtung auf ein hohes Niveau anstieg. 
Die lichtabhängige Aktivierung und Reprimierung des C4-Pepc Promotors verlaufen mit 
unterschiedlichen Geschwindigkeiten. Während die Aktivierung, besonders aus dem 
reetiolierten Zustand, ein schneller Prozess ist, verläuft der Transkriptionsrückgang nach 
Verdunklung nur sehr langsam (Abbildung 13A; Markelz et al., 2003). Dies ist nicht auf 
eine erhöhte mRNA Stabilität zurückzuführen, da die Mengen an hnRNA und mRNA in 
den gezeigten Situationen korrelieren. Somit ist tatsächlich die Promotoraktivität die 
ausschlaggebende Komponente für die C4-Pepc mRNA Menge und es erfolgt keine 
weitere posttranskriptionelle Regulation der mRNA-Stabilität, wie dies beispielsweise für 
bündelscheidenspezifische C4-Gene beobachtet wurde (Sheen, 1999). Nach dem Ende der 
8-stündigen täglichen Dunkelperiode ist die Aktivität des C4-Pepc Promotors 
überraschenderweise auf einem hohen Niveau. Dies stimmt mit Daten von Suzuki et al. 
(1994) überein, der ebenfalls eine hohe Aktivität des C4-Pepc Promotors nach 12-stündiger 
Dunkelheit beobachtete. Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Expression des C4-
Pepc Gens nicht direkt an die Belichtungsrhythmik gekoppelt ist, wie es für andere Gene, 
beispielsweise das Katalase Gen Cat3 in Mais, beobachtet wurde (Polidoros und 
Scandalios, 1998). 
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4.3 Drei unabhängige Elemente kontrollieren die Histonmodifikationen 
am C4-Pepc Promotor 
 
Bei der Analyse der Histonmodifikationen am C4-Pepc Promotor wurde ein komplexes 
Muster an Acetylierungsveränderungen festgestellt. Die Daten können in ein Modell 
integriert werden, in dem drei unabhängige Elemente die Histonmodifikationen im 
Zusammenhang mit der transkriptionellen Aktivierung kontrollieren. Das erste Element 
kontrolliert die Organspezifität sowie die Lichtinduktion. Das zweite Element ist an der 
zelltypspezifischen Expression in Mesophyllzellen und das dritte Element an der 
metabolischen Regulation von C4-Pepc beteiligt. Diese Elemente werden im Folgenden 
detailliert diskutiert.  
Der belichtungsabhängige, voll aktive Transkriptionszustand des C4-Pepc Promotors ist 
begleitet von Acetylierungen der Histone H3 und H4 (Abbildung 12C). Die in dieser ersten 
Analyse verwendeten Antikörper gegen acetyliertes Histon H3 bzw. acetyliertes und 
hyperacetyliertes Histon H4 sind nicht gegen spezifisch acetylierte Lysine gerichtet. 
Vielmehr detektieren sie generell die Anwesenheit acetylierter Histone. Eine mit ähnlichen 
Antikörpern durchgeführte Analyse von Chua et al. (2001) in Erbsen zeigte ein 
vergleichbares Muster. Die Aktivierung des Plastocyanin Promotors wurde ebenfalls 
begleitet von einer Acetylierungszunahme der Histone H3 und H4, die allerdings für die 
Acetylierung von Histon H3 beschränkt auf den Promotor bzw. die Enhancer-Region blieb. 
Die im zweiten Teil dieser Arbeit durchgeführte detaillierte Analyse der 
Einzelmodifikationen in Abbildung 18 zeigt hingegen, dass Belichtung nicht zu einem 
allgemeinen Anstieg der Acetylierung aller Lysinreste führt, sondern dass nur bestimmte 
Lysine an diesem Prozess beteiligt sind. Von den fünf untersuchten Lysinresten reagieren 
nur zwei verstärkt auf den Lichtstimulus (H4K5 und H3K9), während die anderen bereits 
im nicht induzierten Zustand acetyliert sind. Die lichtinduzierte Acetylierung dieser Reste 
ist zudem voll reversibel, wie der Vergleich zwischen etiolierten, reetiolierten und 
belichteten Pflanzen zeigt (Abbildung 19). Die untersuchten Acetylierungen unterscheiden 
sich nicht zwischen den beiden Belichtungszuständen, folglich werden keine 
Informationen über die vorherige Belichtung in Form von Histonacetylierungen auf dem 
Chromatin des C4-Pepc Gens gespeichert. Ng et al. (2005) konnten bei der Induktion des 
Phaseolin Promotors ein ähnliches Verhalten beobachten. Die Aktivierungsvorbereitung 
sowie der eigentliche Aktivierungsprozess waren verbunden mit einer 
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Acetylierungszunahme spezifischer Lysinreste und keineswegs mit der generellen 
Acetylierung aller Lysine. Auch am β-Interferon Promotor in Mensch wird nur ein Teil der 
untersuchten Lysinreste bei der Aktivierung des Promotors acetyliert (Agalioti et al., 
2002). Aus diesen Beobachtungen lässt sich schlussfolgern, dass die Aktivierung von 
Promotoren einhergeht mit der Acetylierung spezifischer Lysinreste. 
Die Tatsache, dass die beiden äußersten Lysine der N-Termini von H3 und H4 am 
stärksten von den lichtinduzierten Veränderungen betroffen sind, ist interessant, da 
massenspektroskopische Untersuchungen in Arabidopsis gezeigt haben, dass die 
Acetylierung von Histon H4 progressiv vom C- zum N-Terminus in der Reihenfolge 
K16>K12>K8>K5  erfolgt (Earley et al., 2007). Histone, welche beispielsweise 
ausschließlich an Lysin 5 acetyliert sind, konnten demzufolge kaum beobachtet werden. 
Diese Modifikation trat nur auf, wenn bereits K16, K12 und K8 acetyliert waren. Dies legt 
die Vermutung nahe, dass die äußersten N-terminalen Lysinreste, wie z.B. H4K5 und 
H3K9, von Veränderungen wie sie in dieser Arbeit beobachtet wurden, zuerst betroffen 
sind. Eine ähnliche Analyse in Tetrahymena zeigte allerdings eine umgekehrte Reihenfolge 
der Acetylierung für das N-terminale Ende von Histon H3 (Taverna et al., 2007). Analysen 
an weiteren Genen müssten deshalb zeigen, ob H4K5 und H3K9 tatsächlich bevorzugt im 
Zusammenhang mit der Regulation der Transkription in Mais modifiziert werden.  
Für das C4-Pepc Gen konnte zudem gezeigt werden, dass die Histonacetylierung relativ 
beschränkt auf den Promotor sowie die transkribierte Region ist. So konnte an der 
untersuchten intergenischen Position, ca. 400 bp hinter dem Polyadenylierungssignal 
nahezu keine Histonacetylierung gemessen werden. Für die meisten Modifikationen konnte 
zudem ein weiteres Acetylierungsminimum im distalen Promotor ca. 2500 bp vor der 
Transkriptionsinitiationsstelle beobachtet werden (Abbildung 18). Dies deckt sich mit 
Analysen von Roh et al. (2005), die beobachteten, dass in komplexen eukaryotischen 
Organismen acetylierte Regionen typischerweise auf Promotoren und andere 
regulatorische Elemente sowie transkribierte Bereiche beschränkt sind. Im Gegensatz dazu 
umfasst die Acetylierung in Hefen typischerweise weite Domänen inklusive intergenischer 
Bereiche und ist somit nicht strikt auf die Genregionen beschränkt (Roh et al., 2004). 
Obwohl in Wurzeln das C4-Pepc Gen konstitutiv reprimiert ist, konnte eine Acetylierung 
der Histone H4K16 und H3K18 in diesem Gewebe beobachtet werden. Die Acetylierung 
von H3K18 ist bisher generell nur wenig untersucht, aber Analysen in Hefen zeigen, dass 
dort H3K18 Acetylierung mit Transkriptionsaktivität korreliert (Kurdistani et al., 2004; Liu 
et al., 2005). Am C4-Pepc Promotor hingegen ist diese Modifikation am stärksten in den 
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transkriptionell inaktiven Wurzeln und zeigt auch eine Tendenz für einen weiteren 
Rückgang in belichteten Blättern im Vergleich zu etiolierten Blättern. Damit ergibt sich 
eine unerwartete, negative Korrelation mit der Transkription. Analysen in verschiedenen 
Organismen haben zudem ergeben, dass die Acetylierung von H4K16 unabhängig von 
anderen Modifikationen kontrolliert wird und konstitutiv im Euchromatin vorhanden ist 
(Dion et al., 2005; Benhamed et al., 2006; Shogren-Knaak et al., 2006; Rossi et al., 2007). 
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte keine direkte Verbindung zwischen H4K16 
Acetylierung und Regulation der Expression des C4-Pepc Gens nachgewiesen werden. Das 
Vorkommen dieser Modifikation scheint wie zuvor beschrieben auf euchromatische 
Genombereiche beschränkt zu sein und konnte weder auf der subtelomerischen Position 
beobachtet noch durch TSA dort induziert werden (Abbildung 18I, R). 
 
4.3.1 Ein blattspezifisches HAT/HDAC-System kontrolliert die 
lichtinduzierte Acetylierung am C4-Pepc Promotor 
 
Generell ist die Identifikation organspezifischer Modifikationen schwierig, da 
verschiedene Organe meist ebenfalls unterschiedlichen externen Stimuli ausgesetzt sind. 
Beispielsweise sind Wurzeln unterirdische Systeme und normalerweise nicht dem 
Lichtstimulus ausgesetzt. Möglicherweise werden in ihnen Faktoren, welche für eine 
Lichtantwort benötigt werden, somit nicht exprimiert. Um besser zwischen licht- und 
organspezifischen Modifikationen unterscheiden zu können, wurden deshalb Analysen an 
Koleoptilen durchgeführt. Die C4-Pepc Expression ist in Koleoptilen konstitutiv reprimiert, 
aber das Organ ist dem Lichtstimulus ausgesetzt. Belichtung ist in diesem Organ allerdings 
nicht hinreichend zur Induktion der Histonacetylierung (Abbildung 21). Durch 
vergleichende Analysen der Acetylierung in drei Geweben (Wurzeln, belichtete und 
unbelichtete Koleoptilen und Blätter) konnte gezeigt werden, dass der wesentliche 
Unterschied zwischen dem konstitutiv inaktiven und dem aktivierbaren Zustand nicht auf 
verschiedener Acetylierung beruht. Vielmehr zeichnet sich das aktivierbare Stadium in 
etiolierten Blättern durch das Vorhandensein eines spezifischen HAT/HDAC-Systems für 
die Regulation der Acetylierung von Histon H4K5 und H3K9 aus. Dies wird gestützt von 
der Tatsache, dass in etiolierten Blättern eine Induktion der Acetylierung mittels TSA 
möglich ist (Abbildung 14A). Des Weiteren wurde beobachtet, dass Deacetylierung und 
Deaktivierung des C4-Pepc Promotors relativ langsame Prozesse sind, welche 
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Verdunklungszeiträume von mehreren Tagen (Abbildung 13A-B) benötigen. Die 
beobachteten Zeiten für die Deacetylierung des C4-Pepc Promotor Chromatins sind daher 
viel länger als die prognostizierte Halbwertszeit für Acetylgruppen, die beispielsweise für 
die H4 Hyperacetylierung im Bereich weniger Minuten bis maximal einer Stunde liegt 
(Waterborg, 2002). Folglich werden Histone auch nach Verdunklung über einen 
ausgedehnten Zeitraum aktiv acetyliert. Es lässt sich daraus schlussfolgern, dass in 
Wurzeln und Koleoptilen sowohl die HAT- als auch vermutlich die korrespondierende 
HDAC-Aktivität für diese Modifikationen konstitutiv abwesend sind. In etiolierten 
Blättern ist dagegen eine HAT auch im inaktiven Zustand vorhanden und der dort 
beobachtete, niedrige Acetylierungsgrad wird durch die kontinuierliche Aktivität der 
korrespondierenden HDAC eingestellt. Das zuvor beschriebene erste Kontrollelement 
besteht somit aus Faktoren, welche nur in Laubblättern vorhanden sind und die spezifisch 
die Acetylierung von zwei Lysinresten durch Inhibition der korrespondierenden HDACs 
induzieren.  
Das Vorkommen von HATs an inaktiven Promotoren konnte ebenfalls in Hefen beobachtet 
werden. Am Pho5 Promotor wird beispielsweise die HAT NuA4 im nicht induzierten 
Zustand an den Promotor rekrutiert (Gregory et al., 1999). Diese acetyliert bestimmte 
Lysine an den Histonen H4 und H2A, welche bei der späteren Aktivierung des Promotors 
notwendig sind. Nach Induktion bindet der Transkriptionsaktivator PHO4 an den zuvor 
acetylierten Promotor und rekrutiert dann seinerseits eine andere HAT (SAGA), welche 
weitere Lysinreste an Histon  H3 und H2B acetyliert. Dies führt schließlich zur 
Aktivierung des Pho5 Gens. Die Rolle von HATs bei der Vorbereitung von Genen auf die 
spätere Aktivierung ist zudem nicht auf den Pho5 Promotor beschränkt, sondern eine 
Reihe weiterer Gene sind bereits im inaktiven Zustand durch bestimmte Acetylierung 
markiert (Roh et al., 2004; Vogelauer et al., 2000). 
Weiterführende Experimente mit Inhibition der HDAC-Aktivität in Koleoptilen und 
Wurzeln könnte die hier postulierte Abwesenheit des HAT/HDAC Systems in den 
konstitutiv inaktiven Organen bestätigen. Diese Experimente sind jedoch technisch 
schwierig durchzuführen, da die Aufnahme von HDAC-Inhibitoren in die genannten 
Gewebe durch den im Vergleich zu Blättern fehlenden Transpirationssog erschwert ist. Die 
Ausweitung solcher TSA-Analysen auf weitere Organe und Gene könnte allerdings zeigen, 
ob die Präsenz eines HAT/HDAC-Systems einen generellen Mechanismus darstellt, der 
aktivierbare von konstitutiv inaktiven Genen unterscheidet.  
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Wie bereits zuvor beschrieben, ist die Histonacetylierung am C4-Pepc Gen auf den 
Promotor und die transkribierte Region beschränkt. Zusätzlich konnte ein hypoacetylierter 
Bereich von ca. 1500 bp ab Beginn der Transkriptionsinitiationsstelle (TIS) beobachtet 
werden (Abbildung 18C-G). Für dieses Ergebnis gibt es unterschiedliche 
Erklärungsmöglichkeiten. Chromatinproteine oder Komponenten des 
Transkriptionsapparates könnten Epitope in diesem Bereich maskieren, wie es z.B. bei der 
Induktion der Histon Methylierung am Flc-Locus in Arabidopsis spekuliert wurde (Bastow 
et al., 2004). Die Ergebnisse der TSA Versuche (Abbildung 18K-P) weisen allerdings 
darauf hin, dass dieser Bereich im C4-Pepc Gen tatsächlich hypoacetyliert ist, da nach TSA 
Behandlung ein Anstieg der Acetylierung auch in diesem Bereich erfolgte. Liu et al. 
(2005) haben in genomweiten Analysen in Hefen zeigen können, dass in einem typischen 
Hefe Gen die beiden Nukleosomen, welche die TIS flankieren, hypoacetyliert sind. 
Ähnliche Analysen in Mensch und Maus zeigen zudem, dass es sich dabei um eine Art 
Grundbauplan der Chromatinstruktur eukaryotischer Promotoren handeln könnte 
(Kouzarides, 2007). Der hypoacetylierte Bereich am C4-Pepc Gen ist jedoch weitaus 
ausgedehnter als der in Hefen beobachtete Bereich und umfasst zudem nur einen Abschnitt 
in der transkribierten Region. Interessanterweise konnte in der hypoacetylierten Region des 
C4-Pepc Gens eine starke Dimethylierung von Histon H3K9 nachgewiesen werden 
(Danker et al., 2007). Auch die niedrig acetylierten Grenzbereiche des Gens werden von 
dimethyliertem Histon H3K9 flankiert. Letzterer Befund entspricht genomweit 
durchgeführten Analysen in Mäusen, in denen ein negativer Effekt der Histon H3K9 
Methylierung auf die Acetylierung beobachtet wurde (Wu et al., 2007). Die 
Dimethylierung in der transkribierten Region ist dagegen ungewöhnlich und durch die 
zuvor genannten Studien nicht erklärbar. 
 
4.4 Nukleosomenverteilung am C4-Pepc Gen 
 
Die Aktivierung eukaryotischer Promotoren ist häufig begleitet von einer Veränderung der 
Chromatinstruktur. Beispielsweise werden bei der Aktivierung des Pho5 Promotors in 
Hefen Nukleosomen in der Umgebung der TIS vom Promotorchromatin entfernt (Svaren 
and Hörz, 1997). Genomweite Analysen in Hefen haben zudem gezeigt, dass 
transkriptionell aktive Promotoren häufig eine reduzierte Nukleosomendichte im 
Promotorchromatin aufweisen (Liu et al., 2005; Pokholok et al., 2005). Kalamajka et al. 
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(2003)  konnten zeigen, dass die lichtinduzierte Aktivierung des C4-Pepc Gens in Mais mit 
einer erhöhten Zugänglichkeit für Restriktionsendonukleasen im Promotorchromatin 
einhergeht. Dies wird im Allgemeinen als Hinweis auf eine aufgelockerte 
Chromatinstruktur interpretiert. In der vorliegenden Arbeit konnten mit dem Antikörper 
gegen die C-terminale, invariante Domäne von H3 (Abbildung 18H) keine signifikanten 
Unterschiede in der Nukleosomendichte zwischen den unterschiedlichen 
Belichtungszuständen beobachtet werden. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die von 
Kalamajka et al. (2003) beobachtete erhöhte Zugänglichkeit im Promotorchromatin nach 
Transkriptionsaktivierung nicht auf einer globalen Chromatinreorganisation im Promotor 
beruht, sondern vermutlich eher auf einer präzisen Repositionierung von Nukleosomen, 
welche mittels der hier verwendeten Chromatinimmunopräzipitation nicht nachgewiesen 
werden konnte. Alternativ ist auch vorstellbar, dass die lichtinduzierte Acetylierung die 
Zugänglichkeit für Restriktionsendonukleasen beeinflusst, ohne dass Nukleosomen 
repositioniert oder entfernt würden. Dies könnte die Diskrepanz zwischen den beiden 
Analysen erklären. 
Die ChIP-Analyse mit dem Antikörper gegen die C-terminale invariante Domäne von 
Histon H3 (Abbildung 18H) ergab zudem eine erhöhte Nukleosomendichte über einen 
Bereich von ca. 1000 bp zu Beginn der transkribierten Region in etiolierten und belichteten 
Laubblättern. Die erhöhte Nukleosomendichte korreliert dabei mit der im vorherigen 
Abschnitt vorgestellten H3K9 Dimethylierung sowie Hypoacetylierung aller untersuchten 
Lysinreste in diesem Bereich. Der Vergleich mit Chromatinen aus Wurzeln (Abbildung 
18H) zeigte, dass sowohl die Reduktion der Nukleosomendichte vor Beginn der TIS, als 
auch der Anstieg der Dichte nach der TIS in Wurzeln deutlich geringer ausgeprägt war als 
in Blättern. Insgesamt ergibt sich somit eine zum Blatt veränderte Chromatinstruktur im 
Promoterbereich, welche ebenso wie die oben spezifizierten Acetylierungsveränderungen 
an der organspezifischen Promotoraktivierung beteiligt sein könnte. Eine solche 
organspezifische Veränderung der Chromatinstruktur konnte ebenfalls im Plastocyanin-
Promotor in Erbsen nachgewiesen werden. Während die lichtinduzierte Aktivierung mit 
einer Acetylierung des Promotors verbunden war, zeigte sich eine Erhöhung der 
Chromatin-Zugänglichkeit nur im Vergleich zwischen Wurzeln und grünen Trieben. Die 
Aktivierung des Plastocyanin-Promotors nach Belichtung war hingegen nicht mit einer 
solchen Veränderung verbunden (Chua et al., 2001). 
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4.5 Zelltypspezifische Histonmodifikationen 
 
Die Expression des C4-Pepc Gens ist innerhalb des Blattes zelltypspezifisch und auf 
belichtete Mesophyllzellen beschränkt (Abbildung 17A-B). Dennoch konnte in 
Bündelscheiden eine belichtungsabhängige Induktion der H4 Hyperacetylierung am 
proximalen C4-Pepc Promotor beobachtet werden (Abbildung 17C). Histonacetylierung ist 
somit vermutlich nicht an der Kontrolle der Zelltypspezifität beteiligt. Stattdessen konnte 
kürzlich ein mesophyllspezifischer Wechsel von Di- zu Trimethylierung an Histon H3K4 
beobachtet werden (Danker et al., 2007). Dieser Wechsel ist unabhängig vom 
Belichtungsstatus und somit, ähnlich wie die lichtinduzierte Acetylierung, unabhängig von 
der Transkriptionsaktivität des C4-Pepc Gens. Die zelltypspezifische Trimethylierung in 
Mesophyllzellen ist beschränkt auf den proximalen Promotor sowie die transkribierte 
Region. Ihre Verteilung unterscheidet sich somit von der Verteilung der hier analysierten 
Acetylierungen, welche auch auf dem distalen Promotorbereich vorkommen, obwohl viele 
Studien eine sehr hohe Korrelation zwischen Histonacetylierung und H3K4 
Trimethylierung zeigen (Nightingale et al., 2007; Koch et al., 2007). Das 
bündelscheidenspezifisch exprimierte C4-Malatenzym weist hingegen ein reverses 
Methylierungsmuster mit Trimethylierung in der Bündelscheide sowie Dimethylierung in 
den Mesophyllzellen auf. Dies lässt auf eine generelle Rolle der Histon H4 
Trimethylierung bei der Kontrolle der Zelltypspezifität schließen. Basierend auf diesen 
Beobachtungen kontrolliert somit ein zweites, unabhängiges Element die Zelltypspezifität 
im Blatt durch die Methylierung von Histonen. Detaillierten Analysen 
bündelscheidenspezifischer Histonacetylierungen könnten zeigen, ob tatsächlich die 
beobachtete Histon H3K4 Trimethylierung die einzige mesophyllspezifische Modifikation 
des C4-Pepc Gens darstellt oder ob Belichtung zwar die Histon H4 Hyperacetylierung in 
Bündelscheiden induziert, aber die einzelnen Lysine ein differenzielles 
Modifikationsmuster zwischen den Zelltypen aufweisen. 
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4.6 Metabolische Regulation der Histon Acetylierung am C4-Pepc 
Promotor 
 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente zeigen, dass Transkription und 
Histonacetylierung am C4-Pepc Promotor generell sehr gut korrelieren  (Abbildung 12, 
Abbildung 13). Dies gilt allerdings nur unter optimaler Nährstoffversorgung. Es konnten 
im Folgenden mehrere experimentelle Situationen beobachtet werden, in denen diese 
Korrelation aufgehoben wurde. Wie bereits zuvor beschrieben, weisen belichtete 
Bündelscheiden beispielsweise eine viel niedrigere C4-Pepc Promotoraktivität auf als die 
entsprechenden Mesophyllzellen (Abbildung 17). Dennoch wird die H4 Hyperacetylierung 
nach Belichtung auch in diesem Gewebetyp induziert und erreicht ein mit Gesamtblättern 
vergleichbares Niveau. Das in Abbildung 15 vorgestellte Experiment zeigt zudem, dass die 
Reduktion der Transkription unter Stickstoffmangel ebenfalls nicht einhergeht mit einer 
Reduktion der Acetylierung im proximalen Promotorbereich. Generell könnte ein solcher 
Befund durch unterschiedliche Geschwindigkeiten der beiden untersuchten Prozesse 
erklärt werden. So wäre es z.B. möglich, dass die Reduktion der Transkriptionsaktivität 
generell ein schneller Prozess ist, wohingegen die Deacetylierung des Promotors nur 
langsam abläuft. Um auszuschließen, dass unterschiedliche Reaktionskinetiken für die in 
Abbildung 15 beobachtete Dekorrelation zwischen Promotoraktivität und Acetylierung 
verantwortlich sind, wurde deshalb auch der umgekehrte Ansatz getestet. Verdunkelten 
Pflanzen mit niedriger Promotoraktivität wurde zunächst der Stickstoff entzogen und erst 
dann erfolgte die Belichtung (Abbildung 16). In solchermaßen behandelten Blättern wurde 
der C4-Pepc Promotor nicht aktiviert, die proximale H4 Hyperacetylierung wurde aber 
dennoch induziert. 
Zusammengefasst zeigen die hier vorgestellten Experimente, dass Belichtung sowohl 
notwendig, als auch hinreichend für die Acetylierung am proximalen C4-Pepc 
Promotorchromatin ist. Die Acetylierung wird unabhängig von den anderen hier getesteten 
Signalen induziert und ist ebenso unabhängig von der Transkription. Des Weiteren wurde 
gezeigt, dass die Deacetylierung des proximalen Promotors keine notwendige 
Voraussetzung zur Deaktivierung des Promotors ist. Unklar ist dagegen, ob die 
beobachteten Acetylierungszunahme von H4K5 und H3K9 eine notwendige 
Voraussetzung zur Promotoraktivierung darstellen. Experimente mit mittlerweile 
verfügbaren spezifischen HAT-Inhibitoren wie z.B. Curcumin oder Anacardinsäure (Kang 
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et al., 2005; Sun et al., 2006) sowie die Analyse von HAT-Mutanten könnten dazu 
beitragen, diese Frage zu beantworten. 
Die lichtinduzierte Expression von C4-Pepc in den Mesophyllzellen wird neben der 
Stickstoffverfügbarkeit auch durch andere metabolische Stimuli, wie z.B. der Hexose-
Konzentration, reguliert (Jang und Sheen, 1994; Suzuki et al., 1994). Es konnte in dieser 
Arbeit gezeigt werden, dass durch diese metabolische Regulation, ähnlich wie in den zuvor 
diskutierten Experimenten unter Stickstoffentzug, ausschließlich die Acetylierung am 
distalen Promotor beeinflusst wird (Abbildung 22). Der Grad an Acetylierung 
korrespondiert dabei mit dem Grad an Transkription und betrifft alle untersuchten Lysine 
(Abbildung 23). Dieses Verhalten führte zu der überraschenden Beobachtung, dass die 
Acetylierung von H4K16, H3K14 und H3K18 am distalen Promotor in transkriptionell 
konstitutiv inaktiven Wurzeln höher sein kann, als in Laubblättern nach Stickstoffentzug 
oder DOG-Repression. 
Neben dem Element für Licht- bzw. Organspezifität (erstes Element) sowie dem Element 
für die Zelltypspezifität (zweites Element) beeinflusst somit ein drittes regulatorisches 
Element gezielt die Acetylierung in einem definierten Bereich des C4-Pepc Gens, ist aber 
unspezifisch, was den jeweiligen Lysinrest betrifft. Es wäre interessant zu sehen, ob 
ähnlich regulierte photosynthetische Gene, wie z.B. C4-Ppdk vergleichbare Muster 
aufweisen. Auch sind bis heute keine cis-regulatorischen Konsensuselemente für die 
Zucker- bzw. Stickstoff/Cytokin-Regulation in der Literatur beschrieben. Eine detaillierte 
Analyse des distalen Promotorbereiches könnte zur Identifikation solcher Elemente 
verhelfen. 
In der metabolischen Regulation des C4-Pepc Promotors durch die Hexose-Verfügbarkeit 
ist vermutlich die Hexokinase als sensorisches Enzym beteiligt (Jang et al., 1997). 
Kombinierte Experimente mit spezifischen Hexokinase-Inhibitoren wie Mannoheptulose, 
Glucosamin oder ZnCl2 (Jang und Sheen, 1994) und dem Hexose-Analogon DOG könnten 
die Rolle der Hexokinase bei der Regulation näher charakterisieren. Zudem könnte 
analysiert werden, ob eine funktionsfähige Hexokinase eine notwendige Voraussetzung zur 
Reduktion der distalen Promotoracetylierung nach Zuckerrepression ist. 
Neben der Repression durch Hexosen wird die Aktivität des C4-Pepc Promotors ebenfalls 
durch die Verfügbarkeit von Acetat als Kohlenstoffquelle stark beeinflusst. Es wird 
vermutet, dass Hexokinasen am zugrunde liegenden Regulationsmechanismus nicht 
beteiligt sind und dieser somit unabhängig von der Zuckerrepression fungiert (Sheen, 
1990). Durch Vergleich der Histonacetylierung nach Hexose- bzw. Acetat-Repression an 
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den Promotoren von C4-Pepc und C4-Ppdk, welches insensitiv gegenüber Acetat ist, 
könnten Hinweise erhalten werden, ob metabolische Regulation grundsätzlich die 
Modulation distaler Promotoracetylierung umfasst. Vorläufige Analysen weisen allerdings 
darauf hin, dass Acetat als Vorläufer für den Acetylgruppen Donor Acetyl-CoA einen 
direkten positiven Einfluss auf die Histonacetylierung haben kann und die genomweite 
Acetylierung stark erhöht (Daten nicht gezeigt). Dieser Nebeneffekt könnte Studien zum 
Zusammenhang zwischen Acetat-Repression und Veränderungen der Histonacetylierung 
erschweren. 
Es gibt Hinweise, dass die lichtinduzierte Aktivierung des C4-Pepc Promotors indirekt an 
die Chloroplastengenese gekoppelt ist (Schaeffner und Sheen, 1992). In Arabidopsis 
konnte gezeigt werden, dass das Wachstum von Keimlingen auf zuckerhaltigen Substraten 
zur Entwicklung von Blättern ohne Chloroplasten führt (Gibson, 2005). Auch in der 
vorliegenden Arbeit konnte in initialen Experimenten beobachtet werden, dass die 
Chloroplastengenese in Anwesenheit von DOG gestört ist (Daten nicht gezeigt). 
Weiterführende Experimente in diesem Bereich könnten zeigen, ob die Aktivierung und 
die lichtinduzierte Histonacetylierung des C4-Pepc Promotors das Vorhandensein 
funktionsfähiger Chloroplasten voraussetzt. 
 
4.7 Die Histonacetylierung am C4-Pepc Promotor ist kausal nicht von der 
Elongation der Transkription abhängig 
 
Kürzlich erschienene Studien weisen darauf hin, dass bestimmte Histonmodifikationen die 
direkte Folge der Transkriptionsaktivität sein können. So wird beispielsweise Histon 
H3K36 in der transkribierten Region durch polymeraseassoziierte Faktoren während des 
Elongationsprozesses methyliert. Diese Methylierungsstelle dient nachfolgend der 
Rekrutierung von HDAC-Komplexen, welche die entsprechenden Regionen deacetylieren 
und so einer kryptischen Initiation der Polymerase, abseits von der eigentlichen 
Transkriptionsinitiationsstelle, entgegenwirken (Lee und Shilatifard, 2007). 
Konsequenterweise konnte Björn Dreesen vom Institut für Biologie I der RWTH Aachen 
zeigen, dass eine vollständige Inhibition der Transkription mittels pharmakologischer 
Inhibition der Polymerase zu einer Erhöhung der Acetylierung in der transkribierten 
Region des C4-Pepc Gens führt. Die Promotoracetylierung wurde hingegen nicht 
beeinflusst (Offermann et al., 2007, zur Publikation eingereicht). Ein ähnliches Verhalten 
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konnte von Kouskouti und Talianidis, (2005) in Säugerzellen beobachtet werden. Auch 
hier veränderte eine 5-stündige α-Amanitin Behandlung zur Reduzierung der 
Promotoraktivität die untersuchten Histonmodifikationen kaum. Die einzigen bisher 
identifizierten Histonmodifikationsveränderungen, welche von Transkriptionsaktivität am 
C4-Pepc Gen abhängig sind, sind eine reduzierte Histon H3K4 Trimethylierung (Danker et 
al., 2007) sowie eine Erhöhung der Acetylierung, beides beschränkt auf die transkribierte 
Region. Wahrscheinlich sind diese Prozesse mit dem Elongationsprozess verbunden und 
ohne regulatorische Funktion in der Kontrolle der Genaktivität (Lee und Shilatifard, 2007; 
Li et al., 2007). Aus diesen Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass die beobachtete 
niedrige Acetylierung in Wurzeln, Koleoptilen und unbelichteten Blättern keine Folge der 
niedrigen Transkriptionsaktivität bzw. fehlenden Transkriptionselongation in den 
untersuchten Zuständen ist. Es ist vielmehr davon auszugehen, dass die geringe 
Acetylierung an der Repression der Genaktivität beteiligt ist. 
 
4.8 Beitrag von HATs und HDACs zur Regulation der Acetylierung am 
C4-Pepc Promotor 
 
Der Grad an Histonacetylierung an einem gegebenen Lysinrest oder einer bestimmten 
Genposition wird bestimmt durch die gemeinsame Aktivität von HATs und HDACs. Die 
Möglichkeit, gezielt die HDAC-Aktivität mittels Inhibitoren wie beispielsweise TSA zu 
inhibieren, erlaubt, den Beitrag der jeweiligen Enzyme zum Acetylierungsgrad zu 
bestimmen. 
Wie bereits in Kapitel 4.3.1 erwähnt, inhibiert Licht vermutlich eine HDAC, welche die 
Acetylierung auf dem proximalen und distalen Promotorbereich verhindert. Für die H3K9 
Acetylierung wurde zusätzlich der Einfluss der metabolischen Regulation auf die 
Enzymaktivität im distalen Promotorbereich untersucht (Abbildung 24). 
Erstaunlicherweise zeigte sich hier, dass hohe Zuckerkonzentrationen oder 
Stickstoffmangel offensichtlich die HAT Aktivität reduzieren und hierdurch einen 
verringerte Acetylierung induzieren. Somit wird in diesem Bereich die Acetylierungsstärke 
neben der lichtinduzierten Acetylierungszunahme durch HDAC-Repression zusätzlich 
durch Modulation der HAT-Aktivität reguliert. Auch das Verteilungsprofil, also die 
Häufung von Modifikationen an bestimmten Positionen des C4-Pepc Promotors, scheint je 
nach untersuchtem Lysinrest differentiell entweder weitestgehend durch die Aktivität von 
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HATs oder HDACs reguliert zu sein. Für die Acetylierung von H3K14 und H3K18 konnte 
gezeigt werden, dass HDAC-Inhibition nahezu unabhängig von der Position im Genom zur 
Steigerung der Acetylierung führt. Die Behandlung mit TSA induzierte diese 
Modifikationen auch an den Grenzbereichen des Gens (Abbildung 18O-P) sowie an der 
untersuchten subtelomerischen Region (Abbildung 18R). Die verantwortlichen HATs 
scheinen daher ubiquitär vorhanden und das Auftreten der entsprechenden Modifikationen 
an bestimmten Genompositionen durch die Stärke der korrespondierenden HDAC-
Aktivität reguliert zu sein. Dagegen werden die anderen untersuchten Modifikationen 
überwiegend durch die Verteilung von HATs reguliert, welche nur in bestimmten 
Genregionen vorkommen. Weiterhin scheinen die beteiligten Enzyme in der Regel nur eine 
oder wenige Lysinseitenketten zu modifizieren, wie aus der unterschiedlichen Verteilung 
der H4K5 und H3K9 Acetylierung im Promotor hervorgeht (Abbildung 18C-E).  
Insgesamt ergibt sich somit eine hohe regulatorische Komplexizität für die 
Histonacetylierung am C4-Pepc Promotor. Dieses Ergebnis ist unerwartet, da die 
Überexpression einzelner HATs und HDACs weitreichende Folgen auf den 
Acetylierungszustand der meisten untersuchten Lysine hat (Tian et al., 2004; Benhamed et 
al., 2006; Rossi et al., 2007). Allerdings zeigt eine kürzlich erschienene Studie in Reis, 
dass HDACs in einem gewebsspezifischen und komplex regulierten Muster exprimiert 
werden. Bestimmte HDACs werden dabei beispielsweise durch Phytohormone, andere 
durch abiotischen Stress induziert. Dies lässt auf eine gezielte Beteiligung der 
verschiedenen HDACs an den jeweiligen Prozessen schließen (Fu et al., 2007). Jüngst 
durchgeführte Analysen von Koaktivatoren in Arabidopsis zeigen zudem verschiedene 
Klassen von HATs mit teils sehr geringer und teils sehr hoher Spezifität für bestimmte 
Lysine (Earley et al., 2007). Auch in Hefen konnte gezeigt werde, dass HATs nicht  immer 
sequenzspezifisch wirken und gezielt an zu aktivierende Promotoren rekrutiert werden. So 
wird vermutet, dass die HATs GCN5 und ESA1 als globale, histonmodifizierende 
Acetyltransferasen fungieren, da sie benachbarte Nukleosomen in weiten, kontinuierlichen 
Domänen, mit sowohl kodierenden als auch intergenischen Regionen, acetylieren 
(Vogelauer et al., 2000, Reid et al., 2000). Basierend auf diesen Beobachtungen könnten 
HATs mit breiter Spezifität für viele verschiedene Lysinreste die Acetylierung am distalen 
Promotor regulieren, wohingegen eine HDAC mit sehr enger Spezifität die lichtinduzierte 
Acetylierung von H4K5 und H3K9 im gesamten Genbereich vermittelt. 
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4.9 Die Bedeutung der Acetylierungsdynamik für die Regulation der 
Transkription 
 
Neben der in den vorherigen Abschnitten gezeigten Bedeutung des absoluten 
Acetylierungsgrades weisen verschieden Arbeiten darauf hin, dass aktive oder aktivierbare 
Genregionen vor allem durch einen hohen Umsatz an Acetylgruppen charakterisiert sind 
(Spencer und Davie, 2001; Hazzalin und Mahadevan, 2005). Der Anstieg der Acetylierung 
nach Inhibition der HDACs durch TSA wird dabei als ein Indikator für die Dynamik 
verwendet, da es den relativen Beitrag von HATs und HDACs zum 
Acetylierungsgleichgewicht anzeigt. Basierend auf diesem Ansatz konnte in der 
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Dynamik im distalen Promotorbereich von 
C4-Pepc deutlich höher ist als im proximalen Promotor (Abbildung 18K-O). Im letzteren 
Bereich korrespondiert die geringere Dynamik mit einer erhöhten Stabilität der 
Acetylierung in Reaktion auf veränderte metabolische Stimuli (Abbildung 22). Des 
Weiteren konnte beobachtet werden, dass die lichtinduzierten Modifikationen H4K5 und 
H3K9 besonders im proximalen Promotorbereich einer höheren Dynamik unterliegen als 
die nicht induzierten Modifikationen. Es scheint somit, dass Chromatinbereiche bzw. 
Lysinreste, welche einer hohen Regulation unterliegen, potentiell schneller zwischen dem 
acetylierten und nicht acetylierten Zustand wechseln. Dies setzt die gleichzeitige Präsenz 
von sowohl HATs als auch HDACs, voraus. Im Gegensatz dazu weisen nicht regulierte 
Lysine bzw. Chromatinbereiche eine deutlich höhere Stabilität auf und der Umsatz an 
Acetylgruppen ist eher gering. Die erhöhte Dynamik an regulierten Bereichen bzw. 
Lysinresten könnte somit eine beschleunigte Reaktion auf sich verändernde Signale 
begünstigen. Dies würde eine biologische Interpretation zu der Beobachtung von Clayton 
et al. (2006) liefern, der einen hohen Umsatz an Acetylgruppen an inaktiven, aber 
aktivierbaren Promotoren beobachtet hat. 
Verschiedene Studien legen nahe, dass der hohe Umsatz an Acetylgruppen und die damit 
verbundene Präsenz von HDACs an aktiven Genen eine wichtige Rolle, insbesondere bei 
der Genaktivierung, spielt. In Hefen konnte beispielsweise die Rekrutierung von HDACs 
bei der Genaktivierung nachgewiesen werden. So bindet die Histondeacetylase HOS2 
bereits während der Galaktose-Induktion an das Gal1 Gen und es besteht eine genomweite 
Korrelation zwischen HOS2 Bindung und Transkription (Wang et al., 2002). Umgekehrt 
zeigen Mutanten mit Defekten im Hos2 Gen eine gestörte Transkriptionsaktivierung, 
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verbunden mit der Hyperacetylierung der Histone H3 und H4 (Wang et al., 2002; Robyr et 
al., 2002). Auch der Verlust der HDAC RPD3 führt bei mehr Genen zur Reduktion der 
Transkription als zur Aktivierung (Bernstein et al., 2000). Interessanterweise zeigen neben 
diesen Mutantenstudien auch die Behandlung mit HDAC-Inhibitoren, dass der Verlust der 
HDAC Aktivität einhergeht mit einer verringerten de novo Induzierbarkeit der 
Transkription, wohingegen der stabile, bereits vorliegende Transkriptionszustand kaum 
beeinflusst wird (Wang et al., 2002; Hazzalin und Mahadevan, 2005). 
 
4.10 Ladungs- und Histon-Code Hypothese 
 
Wie die zuvor beschriebenen Histonmodifikationen mechanistisch zur Regulation der 
Transkription beitragen, ist in den meisten Fällen noch ungeklärt. Für bestimmte 
Modifikationen konnte eine direkte Beteiligung an Prozessen wie z.B. der 
Heterochromatinisierung nachgewiesen werden. Trimethyliertes Histon H3K9 rekrutiert 
beispielsweise das Heterochromatin Protein HP1 an bestimmte Stellen im Genom und 
reguliert so die Genexpression, Chromatinfaltung und Heterochromatinisierung (Fischle et 
al., 2005). Anderen Modifikationen, insbesondere der Histon Acetylierung, wird dagegen 
eine eher globale Rolle, wie z.B. die Erhöhung der DNA Zugänglichkeit durch 
Neutralisierung von positiven Ladungen, zugeschrieben. Lysin 56 an Histone H3 befindet 
sich beispielsweise exakt  an der Ein- und Austrittsstelle der DNA in das Nukleosom und 
es ist somit sehr wahrscheinlich, dass die Acetylierung dieses Restes die elektrostatischen 
Interaktionen zwischen DNA und Histonen beeinflusst (Xu et al., 2005b). Eine Studie in 
Hefen zeigt zudem, dass mit Ausnahme der Acetylierung von H4K16 eher die 
Gesamtsumme an acetylierten Lysinresten mit dem Transkriptionsgrad korreliert und die 
Rolle bestimmter Acetylierungen somit von untergeordneter Bedeutung zu sein scheint 
(Dion et al., 2005). Eine solche Rolle der Acetylierung bei der Genregulation wird häufig 
als „Ladungs-Hypothese“ beschrieben, da hier die Veränderungen der elektrostatischen 
Wechselwirkungen im Chromatin, verursacht durch Veränderungen in 
Histonmodifikationen, im Vordergrund stehen. 
Im Gegensatz dazu sagt die Histon-Code Hypothese voraus, dass Histonmodifikationen 
alleine oder in Kombination spezifische Funktionen besitzen und diese zur Speicherung 
von Informationen in codierter Form auf der Chromatinebene genutzt werden (Jenuwein 
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und Allis, 2001). Diese Hypothese unterstreicht also im Gegensatz zur im vorherigen 
Abschnitt beschrieben Ladungs-Hypothese die Bedeutung einzelner Modifikationen. Eine 
Definition für den Histon-Code liefert Turner, (2007). Demnach beschreibt der 
epigenetische Code die Art, in welcher das Potential für Genexpression in einem 
bestimmten Zelltyp durch Chromatinmodifikationen bestimmt wird, die in einem früheren 
Entwicklungsstadium gesetzt wurden.  
Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse über die Rolle von 
Histonmodifikationen am C4-Pepc Promotor sind kompatibel mit beiden hier vorgestellten 
Modellen. Die Koregulation aller untersuchten Lysinreste am distalen Promotor und ihre 
quantitative Korrelation mit der Transkriptionsstärke weisen auf eine recht einfache Rolle 
dieser Modifikationen im distalen Promotorbereich hin. Vermutlich wird durch 
Acetylierung die Zugänglichkeit für Transkriptionsfaktoren in diesem Bereich erhöht. 
Formal müsste allerdings in Anlehnung an die Experimente von Dion et al. (2005) erst 
noch gezeigt werden, dass die Acetylierungen austauschbar sind, es also nicht wichtig ist, 
welches Lysin acetyliert ist, sondern dass es sich um einen ladungsverändernden 
Summeneffekt handelt. Im Gegensatz dazu spricht die komplexe Kontrolle spezifischer 
Modifikationen am proximalen Promotor durch verschiedene Stimuli eher für einen Histon 
Code (Jenuwein und Allis, 2001) oder eine Histon Sprache (Berger, 2007). Diese besteht 
aus Kombinationen verschiedener Modifikations-Bausteine, welche Analog zu Wörtern in 
einem Satz, kontextabhängig interpretiert werden. Die in der vorliegenden Arbeit 
durchgeführten Experimente unter Stickstoffmangen und Zuckerrepression (Abbildung 15, 
Abbildung 16, Abbildung 17) demonstrieren zudem,  dass Histonacetylierung am 
proximalen Promotor nur abhängig vom Lichtstimulus und somit unabhängig von der 
Transkription ist. Damit erfüllt sie eine von Turner (2007) aufgestellte Schlüsselforderung 
für einen Code. Demzufolge müssen Histonmodifikationen, falls sie am Code beteiligt 
sind, zeitlich vor und unabhängig davon ob das eigentliche Transkriptionsereignis 
tatsächlich stattfindet, gesetzt werden. 
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4.11 Zusammenfassendes Modell zur Signalintegration auf der 
Chromatinebene des C4-Pepc Promotors 
 
Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen eine hohe Komplexität in der Regulation 
der Histonacetylierung am C4-Pepc Gen. Im Folgenden werden die wichtigsten 
Erkenntnisse in einem Modell zusammengefasst. Abbildung 25 zeigt, wie Informationen 
über Organspezifität und Lichtinduzierbarkeit (gelb), Zelltypspezifität (grün) und 
metabolische Regulation (blau), auf dem Chromatin des C4-Pepc Gens integriert werden. 
 
dist.
Prom.
prox.
Prom.
trans.
Region
Transkription
Zelltyp
H3K4trime.
Laubblatt
MS
?
C4-PepcGenbereich
Stimulus
Enzym
Modifikation
Organ
Zelltyp
Licht
H4K5ac, H3K9ac
Laubblatt
MS + BS
HAT HDAC
Metabolite
alle Lysinreste
Laubblatt
MS + BS ?
HAT HDAC
 
 
Abbildung 25: Zusammenfassendes Modell zur Signalintegration am C4-Pepc Promotor in Mais 
Drei Elemente für Lichtinduzierbarkeit bzw. Organspezifität (gelb), Zelltypspezifität (grün) und metabolische 
Kontrolle (blau) regulieren die Histonmodifikationen am C4-Pepc Promotor in Mais. Die Informationen über 
die vorliegenden Reize werden im Rahmen dieser Elemente unabhängig voneinander auf dem C4-Pepc 
Promotor Chromatin  integriert. Die metabolische Regulation überschreibt jedoch die lichtinduzierte 
Acetylierung am distalen Promotor (angedeutet durch den roten Pfeil). MS = Mesophyll, BS = 
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Bündelscheiden, HAT = Histonacetyltransferase, HDAC = Histondeacetylase, dist. Prom. = distaler 
Promotor, prox. Prom. = proximaler Promotor, trans. Region = transkribierte Region, ac = Acetylierung, 
trime = Trimethylierung. Weitere Erklärung im Text. 
 
Belichtung induziert die Acetylierung im gesamten Promotor sowie in der transkribierten 
Region (gelbe Pfeile im unteren Teil der Abbildung). Dies geschieht durch Repression 
einer HDAC und nur 2 der 5 getesteten Lysinreste (H4K5 und H3K9) werden durch die 
Aktivität der korrespondierenden HAT induziert. Zudem ist der Mechanismus nur 
funktional in Laubblättern und somit nicht z.B. in Wurzeln oder belichteten Koleoptilen zu 
beobachten.  Zumindest für die Histon H4 Hyperacetylierung konnte die Lichtinduktion 
auch in den transkriptionell inaktiven Bündelscheidenzellen beobachtet werden. Es ist 
somit davon auszugehen, dass die Histonacetylierung nicht an Zelltypspezifität beteiligt ist. 
Das erste Kontrollelement umfasst somit die Lichtinduktion sowie die Organspezifität. 
Trimethyliertes Histon H3K4 im proximalen Promotor sowie in der transkribierten Region 
ist hingegen eine mesophyllspezifische Modifikation, die vermutlich an der 
zelltypspezifischen Expression des C4-Pepc Gens beteiligt ist. Das im Vergleich zum C4-
Pepc Gen reverse Methylierungsmuster des bündelscheidenspezifischen C4-Malatenzyms 
weist zudem auf eine generelle Rolle dieses zweiten Elements in der Kontrolle der 
Zelltypspezifität hin. 
Die Integration von Informationen über den metabolischen Zustand der Zelle geschieht auf 
dem distalen Promotor. Dieses dritte Element beeinflusst den Acetylierungszustand aller 
Lysinreste und es ist davon auszugehen, dass dies die Zugänglichkeit der DNA für 
Transkriptionsfaktoren im distalen Promotor erhöht. Für die Acetylierung von H3K9 
konnte zudem festgestellt werden, dass Stickstoffmangel bzw. Zuckerrepression die 
Aktivität einer HAT modulieren. Ungeklärt ist hingegen, ob dieser Mechanismus auch in 
Bündelscheidenzellen funktional ist, in denen das C4-Pepc Gen nicht transkribiert wird. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass die jeweiligen Reize 
vollkommen unabhängig voneinander auf dem Chromatin des C4-Pepc Gens integriert 
werden. So induziert Belichtung die Acetylierung von H4K5 und H3K9 über dem 
gesamten Gen und vermutlich auch in den transkriptionell inaktiven Bündelscheiden. Dies 
weist darauf hin, dass diese Acetylierungen Informationen über ein sehr grundlegendes 
Ereignis, welches die gesamte Entwicklung und Lebensweise der Pflanze beeinflusst, 
transportieren. Histonacetylierung alleine ist jedoch nicht hinreichend zur 
Promotoraktivierung, denn der transkriptionell aktive Zustand in Mesophyllzellen ist mit 
der Trimethylierung von Histon H3K4 verbunden. Die TSA-Behandlung in etiolierten 
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Blättern macht zudem deutlich, dass auch die Kombination von H3K4 Trimethylierung 
und Acetylierung alleine ebenfalls nicht hinreichend zur transkriptionellen Aktivierung des 
C4-Pepc Promotors sind (Abbildung 14B). Vermutlich sind dazu weitere licht- oder 
organspezifische Faktoren notwendig. 
Das dritte Element moduliert die Acetylierung aller Lysine am distalen Promotor. Dieses 
Element scheint den anderen in Bezug auf die Transkriptionsaktivität übergeordnet zu sein, 
da es trotz der Anwesenheit der aktivierenden Stimuli zu einer schnellen Deaktivierung des 
C4-Pepc Promotors führt. Die mit diesem dritten Element verbundene hohe Dynamik 
erlaubt eine schnelle und präzise Feinregulation der Promotoraktivität, ohne dass die 
Informationen über den Belichtungszustand sowie die Zelltypspezifität zuvor vom 
Chromatin des C4-Pepc Promotors entfernt werden müssen. 
Neben der in dieser Arbeit durchgeführten Analyse der Histonmodifikationen sind in der 
Literatur weitere chromatinbasierte Prozesse, welche an der Regulation der C4-Pepc 
Aktivität in Mais beteiligt sind, bekannt. Beispielsweise wird eine Sequenz mit vermuteter, 
regulatorischer Funktion ca. 3 kb oberhalb des Transkriptionsstarts zelltypspezifisch 
methyliert (Langdale et al., 1991). Auch die veränderte Zugänglichkeit des 
Promotorchromatins nach Transkriptionsaktivierung (Kalamajka et al., 2003) trägt 
vermutlich zur Regulation des C4-Pepc Gens bei. Die Ausweitung der in dieser Arbeit 
durchgeführten Experimente auf diese Prozesse sowie die Analyse der zeitlichen Abfolge 
und kausalen Abhängigkeiten von Histonmodifikationen, DNA-Methylierung sowie 
Veränderungen der Chromatinstruktur könnten dazu beitragen, die Regulation des C4-
spezifischen Pepc Promotors besser zu charakterisieren. Abschließend könnte die 
Ausweitung der in dieser Arbeit begonnenen Analysen auf weitere Stimuli sowie andere 
photosynthetische und nicht-photosynthetische Gene zeigen, ob die hier beobachteten 
Eigenschaften charakteristisch für die Integration von Signalen auf der Chromatinebene in 
Pflanzen sind. 
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5 Zusammenfassung 
 
Die Expression der C4-spezifischen Phosphoenolpyruvatcarboxylase (C4-Pepc) in Mais 
(Zea mays L.) wird durch vielfältige interne und externe Signale reguliert. Neben der 
Spezifität für Mesophyllzellen von Laubblättern wird die Aktivität des C4-Pepc Promotors 
durch Belichtung induziert und in Abhängigkeit von Nährstoff- und Zuckerverfügbarkeit 
weiter moduliert. In dieser Arbeit wurde der Beitrag der Histonacetylierung auf die 
Integration dieser Signale am Promotorchromatin des C4-Pepc Gens untersucht. 
Von den fünf in dieser Arbeit getesteten Lysinresten zeigten drei bereits in Wurzeln und 
Koleoptilen einen hohen Grad an Acetylierung, obwohl das C4-Pepc Gen in diesen 
Geweben konstitutiv reprimiert ist. Ein ähnliches Acetylierungsmuster konnte in etiolierten 
Laubblättern beobachtet werden, in denen das Gen ebenfalls inaktiv, aber durch Belichtung 
aktivierbar ist. Der Unterschied zwischen dem konstitutiv inaktiven und dem aktivierbaren 
Stadium lag somit nicht in einem veränderten Acetylierungsmuster, sondern in der 
Existenz eines blattspezifischen Systems bestehend aus einer Histonacetyltransferase 
(HAT) und einer Histondeacetylase (HDAC). Dieses verursachte belichtungsabhängig die 
spezifische Acetylierung der Lysine 5 und 9 an den Histonen H4 und H3 im Promotor 
sowie in der transkribierten Region. Diese Modifikationen waren nicht von der 
Transkription abhängig und zudem durch erneute Verdunklung vollständig reversibel. Im 
Gegensatz zur Belichtung modulierte die Stickstoff- und Hexose-Verfügbarkeit die 
Acetylierung aller untersuchten Lysine – allerdings beschränkt auf ein distales 
Promotorelement. Der Acetylierungsgrad korrelierte dort linear mit der 
Transkriptionsaktivität. Zusammen mit Experimenten in belichteten aber transkriptionell 
inaktiven Bündelscheiden konnte gezeigt werden, dass der Lichtstimulus sowohl 
notwendig als auch hinreichend für die Acetylierung im proximalen Promotorelement ist. 
Inhibition von Histondeacetylasen in etiolierten Laubblättern erwies sich als nicht 
ausreichend zur transkriptionellen Aktivierung des C4-Pepc Promotors. Solche Inhibitor-
Experimente zeigten zudem, dass die räumliche Begrenzung der Histonacetylierung auf 
den Genbereich je nach Modifikationsstelle entweder maßgeblich durch HATs oder 
HDACs reguliert wird. Die lichtinduzierte Acetylierungszunahme wurde durch eine 
reduzierte HDAC-Aktivität vermittelt, wohingegen die metabolische Regulation der 
distalen Promotoracetylierung zumindest für Histon H3K9 durch Modulation einer HAT-
Aktivität erfolgte. Die Analyse der Acetylierungsdynamik ergab einen hohen Umsatz an 
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Acetylgruppen am distalen Promotor sowie in der transkribierten Region wohingegen am 
proximalen Promotor nur eine geringe Dynamik beobachtet werden konnte. Basierend auf 
diesen Beobachtungen wurde ein Modell mit drei unabhängigen Kontrollelementen 
entwickelt, welche zusammen durch Histonmodifikationen die Promotoraktivität 
regulieren. Die Ergebnisse unterstützen ein Ladungs-Neutralisierungs-Modell für den 
distalen Promotor und ein reizvermitteltes und transkriptionsunabhängiges 
Acetylierungsmuster im proximalen Promotor, welches Teil eines komplexeren Histon 
Codes sein könnte. 
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6 Anhang 
 
6.1 Abkürzungen 
 
Acetyl-CoA  Acetyl-Coenzym A 
ADP    Adenosindiphosphat 
AMC   Ausgangsmenge an Chromatin 
ATP    Adenosintriphosphat 
bp    Basenpaar 
BS   Bündelscheidenzellen 
BSA    Bovines Serumalbumin 
CA   Carboanhydrase 
cDNA    complementary DNA 
ChIP    Chromatin-Immunpräzipitation 
C-terminal   Carboxy-terminal 
cv.   Kultivar 
dATP   Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP   Desoxycytidintriphosphat 
ddATP  Didesoxyadenosintriphosphat 
ddCTP   Didesoxycytidintriphosphat 
ddGTP  Didesoxyguanosintriphosphat 
ddNTP(s)  Didesoxynukleotidtriphosphat(e) 
ddTTP   Didesoxythymidintriphosphat 
dGTP   Desoxyguanosintriphosphat  
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DNaseI   Desoxyribonuclease 
dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat 
dNTP(s)  Desoxynukleotidtriphosphat(e) 
DOF    DNA binding with one finger 
DOG   Deoxyglucose 
DTT    Dithiothreitol 
dTTP   Desoxythymidintriphosphat 
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dUTP   Desoxyuridintriphosphat 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
EtBr    Ethidiumbromid 
FLC   Flowering Locus C 
g    Erdbeschleunigung 
GAPDH  Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
H2O       Destilliertes Wasser 
H3    Kern-Histon H3 
H4    Kern-Histon H4 
HAT    Histonacetyltransferase 
HCOH   Formaldehyd 
HDAC   Histondeacetylase 
HMT    Histonmethyltransferase 
hnRNA   heterogene nukleare RNA 
HP   Heterochromatin Protein 
kb    Kilobasen 
L    Lysin 
LB   Leitbündel 
LHP   Like Heterochromatin Protein 
MDH    Malatdehydrogenase 
ME    Malatenzym 
M-MLV RT               Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase 
MNF   Maize Nuclear Factor I 
mRNA   messenger RNA 
MS                   Mesophyllzellen 
NAD(P)   Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid(-Phosphat) 
NADH   Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Hydrogen 
NADP+                       Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (oxidiert) 
NADPH  Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (reduziert) 
nChIP   native Chromatinimmunopräzipitation 
NP-40    Nonidet-40 
NTC   Negativkontrolle 
N-terminal   Amino-terminal 
OAA    Oxalacetat 
                                                                                                                                                                      ANHANG                                
109 
PCR    Polymerase-Kettenreaktion 
PEP    Phosphoenolpyruvat 
PEPC   Phosphoenolpyruvat-Carboxylase 
PPDK    Pyruvat-Pi-Dikinase 
Pyr    Pyruvat 
qPCR   quantitative PCR 
RbcS   kleine Untereinheit der RubisCO 
RNA   Ribonukleinsäure 
rpm    Umdrehungen pro Minute 
rRNA   ribosomale RNA 
RubisCO   Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase 
RuBP   Ribulose-1,5-bisphosphat 
RQ   Revertierung der Quervernetzung 
SDS    Sodiumdodecylsulfat 
Taq    Thermus aquaticus 
Tm   Schmelztemperatur 
TIS   Transkriptionsinitiationsstelle 
Tris    Trishydroxymethylaminoethan 
tRNA   transfer RNA 
TSA   Trichostatin A 
U   units 
Ubi   Ubiquitin 
v/v    Volumen/Volumen 
w/v    Masse/Volumen 
xChIP   quervernetzende Chromatinimmunopräzipitation 
Zein   Zeingencluster 
ZK   Zeatin/Kaliumnitrat 
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ICH MÖCHTE MICH BEI ALLEN MENSCHEN, DIE MICH BEI DER ANFERTIGUNG DIESER ARBEIT 
UNTERSTÜTZT HABEN, HERZLICH BEDANKEN. EINE SOLCHE ARBEIT IST IMMER DAS WERK 
VON VIELEN UND NIEMALS DAS EINES EINZELNEN. 
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